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4LISTE DES ABREVIATIONS
ADN : acide désoxyribonucléique
AFLP : amplified-fragment length 
polymorphism
AFSSAPS : agence française de 
sécurité sanitaire des produits de santé
ANAES: agence nationale 
d’accréditation et d’évaluation en santé
ARN : acide ribonucléique
ARNm : ARN messager
ARNr : acide ribonucléique 
ribosomique
ATCC : american type culture 
collection
BURST : based upon related sequence 
types
CA : corps aberrant
CE : corps élémentaire
CMI : concentration minimale 
inhibitrice
CNR : centre national de référence
CR : corps réticulé
Da : Dalton
DC : domaine constant
DGGE : denaturing gradient gel 
electrophoresis
DV : domaine variable
ECDC : European center for disease 
prevention and control
ETR : exact tandem repeats
GC % : pourcentage de guanine + 
cytosine
GOLD : genome online database
HAS : haute autorité de santé
HGDI : Hunter-Gaston diversity index
HRM : high-resolution melting
IL : interleukine
INPES : institut national de prévention 
et d’éducation pour la santé
InVS : institut de veille sanitaire
IST : infections sexuellement 
transmissibles
kDa : kilodalton
kpb : kilo paire de bases
LGV : lymphogranulomatose 
vénérienne
MAP : menace d’accouchement 
prématuré
mbp : méga paire de bases
MIRU : mycobacterial interspersed 
repeats units 
MLST : multilocus sequence typing
MVLST : multi virulence locus
sequence typing
MLVA : multilocus variable number 
tandem repeat analysis
MOMP : major outer membrane protein
MST : minimum spanning tree
nvCT : nouveau variant de 
C. trachomatis
Omp : outer membrane protein
ORF : open reading frame
pb : paire de bases
PCR : polymerase chain reaction
PFGE : pulsed-field gel 
electrophoresis
PHRC : programme hospitalier de 
recherche clinique
PID : pelvic inflammatory disease
QRDR : quinolone resistance 
determining regions
RAPD : random amplification of 
polymorphic DNA
REA : restriction endonuclease 
analysis
RFLP : restriction fragment length 
polymorphism
RPM : rupture prématurée des 
membranes
  
RT-PCR en temps réel : transcription 
inverse suivie d’une PCR en temps 
réel 
SLV : single locus variant 
SNP : single nucleotide polymorphism  
SSM : slipped strand mispairing 
SSR : short sequence repeat  
ST : sequence type 
Tm : température de fusion 
TR : tandem repeat 
TRF : tandem repeats finder 
UPGMA : unweighted pair group 
method using arithmetic averages 
VNTR : variable number of tandem 
repeat
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INTRODUCTION ET OBJECTIFS
Les chlamydiae sont des bactéries à développement intracellulaire obligatoire 
formant une inclusion intracytoplasmique caractéristique. Chlamydia trachomatis est 
responsable d’infections se présentant sous divers tableaux cliniques : le trachome, 
des infections oculo-génitales et la lymphogranulomatose vénérienne (LGV). En 
France, C. trachomatis est le principal agent bactérien responsable d’infections 
sexuellement transmissibles (IST) avec un enjeu déterminant en termes de santé 
publique du fait de son retentissement sur la fertilité féminine. Le caractère 
paucisymptomatique de l’infection uro-génitale est à l’origine de la dissémination et 
des complications observées chez la femme jeune. En France, l’enquête Natchla 
réalisée en 2006 a permis d’évaluer la prévalence de l’infection à C. trachomatis à
1,5 % au sein de la population générale (62). Concernant le traitement des IST à 
C. trachomatis, des recommandations françaises (2, 3) et européennes (96) ont été 
émises. En routine, l’étude la sensibilité de C. trachomatis aux antibiotiques n’est pas 
réalisée étant donné la lourdeur de la technique, son manque de standardisation et 
la difficulté de lecture. Cependant, la description de 10 % à 15 % d’échecs 
thérapeutiques incite à la surveillance des cas de persistance ou de recontamination.
Les études épidémiologiques des infections à C. trachomatis, la caractérisation de la 
bactérie et l’étude de la sensibilité aux antibiotiques revêtent une grande importance. 
L’évolution des techniques de biologie moléculaire a permis une réelle avancée dans 
ce domaine. Le développement d’outils moléculaires, simples et efficaces, est 
nécessaire à la compréhension de l’épidémiologie et de la dissémination des 
infections. De même, l’application de ces nouvelles techniques devrait permettre de
mieux suivre l’évolution de la sensibilité de C. trachomatis aux antibiotiques.
Mon travail s’articule autour de ces trois thématiques en utilisant des outils 
moléculaires :
i) pour déterminer la prévalence d’IST bactériennes chez les femmes
enceintes.
ii) pour développer une nouvelle technique de typage par MLVA (MultiLocus 
Variable Number of Tandem Repeat Analysis).
iii) pour optimiser la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) d’un antibiotique donné vis-à-vis de C. trachomatis.
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Nous avons mis en place un programme hospitalier de recherche clinique (PHRC)
visant à évaluer la prévalence des infections à C. trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma genitalium, deux autres bactéries 
responsables d’IST, chez les femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux et 
déterminer les facteurs de risques cliniques, sociodémographiques et 
comportementaux associés à ces IST au sein de la population étudiée (PHRC
MATIST).
Notre deuxième objectif a été d’adapter une nouvelle technique de typage, la MLVA,
aux souches de C. trachomatis de sérovar E, ce sérovar étant responsable de plus 
de 40 % des IST à C. trachomatis en Europe et Amérique du Nord. Dans le cadre 
des missions du Centre National de Référence (CNR) des infections à chlamydiae,
une surveillance épidémiologique des cas de LGV ano-rectale a été mise en place
depuis 2003. Nous avons ainsi identifié le premier cas de LGV ano-rectale chez 
une femme en 2009.
Enfin, nous avons développé une technique de PCR en temps réel permettant une
détermination objective de la CMI d’un antibiotique donné vis-à-vis de 
C. trachomatis.
Notre travail est présenté en trois parties :
- la première partie est l’étude bibliographique comprenant une revue sur les 
infections humaines à chlamydiae soumise pour publication dans l’Encyclopédie 
médico-chirurgicale, section maladies infectieuses, suivie de deux chapitres sur le 
typage des chlamydiae et l’activité des antibiotiques sur ces microorganismes.
- la deuxième partie rassemble les résultats de nos travaux. Dans un premier 
temps, nous décrirons la mise en place et les résultats préliminaires du PHRC
MATIST. La deuxième partie concerne le typage de C. trachomatis et est présenté 
sous forme de deux articles. Le premier article, soumis pour publication, décrit la 
mise au point et les résultats de la MLVA pour le typage des souches de 
C. trachomatis de sérovar E, et le deuxième article, publié, décrit le premier cas 
clinique d’ano-rectite à souche L2b chez une femme. 
- enfin, dans une troisième partie, la mise au point d’une méthode de PCR en 
temps réel pour l’étude de la sensibilité de C. trachomatis aux antibiotiques est
présentée sous forme d’un article publié.
Ces résultats seront suivis d’une discussion et des perspectives.
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I. INFECTIONS HUMAINES A CHLAMYDIAE
Infections humaines à chlamydiae
Olivia Peuchant, Charles Cazanave, Bertille de Barbeyrac
Revue soumise à l’Encyclopédie médico-chirurgicale (Elsevier Masson SAS), 
section maladies infectieuses.
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Résumé 
Les infections humaines à chlamydiae, eubactéries à développement intracellulaire 
obligatoire, posent des problèmes de santé publique par leur fréquence et leurs 
complications. Chlamydia trachomatis est en France le principal agent bactérien 
responsable d’infections sexuellement transmissibles (IST). Le caractère 
paucisymptomatique de l’infection uro-génitale est à l’origine de la dissémination et 
des complications observées chez la femme jeune telles que les salpingites et les 
grossesses extra-utérines. L’utilisation des tests de biologie moléculaire autorise le 
dépistage de l’infection sur des prélèvements non invasifs tels que l’auto-
prélèvement vaginal et l’urine chez l’homme, permettant un traitement précoce et 
évitant le développement de complications. Le traitement des IST non compliquées à 
C. trachomatis repose sur l’azithromycine monodose du patient et de ses 
partenaires, associé aux mesures de prévention recommandées. L'épidémie actuelle 
de lymphogranulomatose vénérienne (LGV) rectale impose une surveillance 
microbiologique et clinique des patients présentant une rectite. Seul le typage de la 
souche permet le diagnostic de LGV. 
Chlamydiae pneumoniae est responsable de 10 % des pneumopathies 
communautaires bénignes chez l’adulte et l’enfant. La séroprévalence augmente 
avec l’âge et le diagnostic repose essentiellement sur la sérologie. Son rôle dans 
l’asthme et la maladie athéromateuse est controversé. 
Chlamydia psittaci, espèce d’origine animale, contamine l’homme occasionnellement 
par contact avec des oiseaux malades ou porteurs sains dans les élevages, à
l'abattage ou encore au domicile. La psittacose est responsable chez l’homme d’une 
infection respiratoire pouvant être sévère. Elle peut être déclarée en maladie 
professionnelle. Le diagnostic repose sur un faisceau d'arguments cliniques,
épidémiologiques et biologiques et le traitement repose sur des cyclines.
Mots-clés : Chlamydia, intracellulaire, trachome, IST, LGV, psittacose
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Summary
Human infections to chlamydiae, obligate intracellular eubacteria, pose public health 
problems by their frequency and their complications. In France, 
Chlamydia trachomatis is the main bacterial cause of sexually transmitted diseases 
(STI). The bulk of infection is asymptomatic and therefore remains undetected. They 
may result in ascending infection such as salpingitis and ectopic pregnancy. NAATS 
(Nucleic Acid Amplification Tests) can be used to detect C. trachomatis by testing 
self-collected vaginal swabs or male urine allowing early treatment and avoiding the 
complications development. First choice treatment of uncomplicated uro-genital 
infection consists of single dose of 1g azithromycin. Patient and partner have to be 
treated. Following the emergence of rectal LGV in Europe, the implementation of 
surveillance system was done in France. A firm diagnosis of LGV depends on a 
detection L serovar of C. trachomatis from the site of infection. 
Chlamydia pneumonia is a respiratory pathogen and was identified as the causative 
agent in 10 % of cases of community-acquired pneumonia in adults as well as in 
children. Seroprevalence increases with age. Serology is the most frequently used 
method for diagnosing C. pneumonia infections. A role of C. pneumonia in asthma 
and cardiovascular diseases is controversial. 
A wide range of avian species may act as reservoir for Chlamydia psittaci. C. psittaci
can be readily transmitted to humans following inhalation of aerosols from fecal or 
feather dust. Symptomatic C. psittaci infection in human may present as severe 
pneumonia. The diagnosis is based on clinical, epidemiological and microbiological 
arguments. Doxycycline has been recommended for treatment of C. psittaci infection.
Keywords : Chlamydia, intracellular, trachoma, STI, LGV, psittacosis
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1. INTRODUCTION
Les infections humaines à chlamydiae, bactéries à multiplication intracellulaire
obligatoire présentent des caractéristiques originales. Elles sont spécifiques 
d’espèces et de sérovars, et peuvent évoluer de différentes manières, aiguë, 
chronique et séquellaire. Elles sont souvent asymptomatiques et la réaction immune 
qu’elles engendrent, peut être protectrice à court terme mais délétère à long terme. 
Deux espèces sont principalement rencontrées chez l’homme, 
Chlamydia trachomatis et ses 19 sérovars responsables de trachome (sérovars A-C), 
d’infections urogénitales sexuellement transmissibles (IST) (sérovars D-K) et de 
lymphogranulomatose vénérienne (sérovars L1-L3) et Chlamydia pneumoniae,
biovar TWAR, responsable d’infection respiratoire. Une troisième espèce d’origine 
animale, Chlamydia psittaci, peut occasionnellement provoquer des pneumopathies 
sévères chez l’homme.
Ces infections sont graves par leurs complications, cécité dans le trachome, stérilité 
tubaire dans l’infection génitale pour C. trachomatis, ou par leur implication possible 
dans le déclenchement de la crise d’asthme ou la constitution des plaques 
d’athérome pour C. pneumoniae. D’évolution souvent asymptomatique, les IST à 
C. trachomatis sont un problème de santé publique et font l’objet d’une politique de 
dépistage particulièrement dans la population jeune sexuellement active. Les 
caractéristiques de l’infection à chlamydiae dépendent de facteurs de virulence liés à
la bactérie mais également de la réponse immune de l’hôte et de son fond génétique. 
Une meilleure connaissance de la physiopathologie de cette infection permet 
d’apprécier la place des différentes techniques de diagnostic et des différentes 
modalités de traitement.
2. HISTORIQUE
Les maladies humaines causées par C. trachomatis sont connues depuis l’antiquité. 
Le trachome est évoqué dans des papyrus égyptiens (1). La lymphogranulomatose 
vénérienne (LGV), ou maladie de Nicolas-Favre, a été probablement décrite par 
John Hunter au XVIIIème siècle. C. trachomatis a été visualisé pour la première fois 
en 1907 par Halberstaedter et von Prowazek dans des cellules conjonctivales de 
patients atteints de trachome. Des inclusions similaires ont ensuite été retrouvées 
dans le tractus uro-génital de pères et de mères d’enfants infectés et chez des 
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patients atteints d’urétrites non gonococciques. A la même époque, la LGV est 
décrite cliniquement et son agent étiologique est isolé par Levaditi en 1931 par 
inoculation au singe et à la souris blanche, puis par Miyagawa en 1935 sur oeufs 
embryonnés. Il est constaté que le cycle de croissance de l’agent responsable de la 
LGV est semblable à celui de l’agent responsable de la pandémie de psittacose 
observée en 1929-1930, que Bedson a isolé sur œufs. D’abord dénommé 
Rickettsia psittaci, l’agent pathogène est appelé successivement Miyagawanella puis 
Bedsonia. Le lien entre les agents du trachome, de la conjonctivite à inclusion, de la 
LGV et de la psittacose est établi plus tard. L’agent du trachome a été isolé pour la 
première fois en 1957 sur œufs de poules embryonnés. Puis une souche de 
C. trachomatis a été isolée à partir d’un prélèvement de col d’une mère dont l’enfant 
présentait une conjonctivite néonatale en 1954 et à partir d’un échantillon urétral 
masculin en 1964.
La description clinique de la psittacose date de 1874, sous la forme d’une épidémie 
familiale d’infections pulmonaires. En 1892, le lien avec les perroquets est fait et le 
nom de psittacose est proposé à la suite d’une épidémie meurtrière de 
pneumopathies déclarées chez des acheteurs de perroquets importés de Buenos 
Aires à Paris. En 1929-1930, la pandémie de psittacose, suite à la vente de 
perroquets importés, sévit en Angleterre, Allemagne et aux Etats-Unis d’Amérique. 
D’autres réservoirs de la maladie sont ensuite identifiés, notamment des pétrels, des 
pigeons, mais également des canards, dindons, oies, poulets élevés 
industriellement, si bien que le nom d’ornithose est proposé pour cette maladie
transmise par les oiseaux. Ce même organisme est ensuite isolé de mammifères. 
En 1978, une souche de C. psittaci atypique a été responsable d’une épidémie de 
pneumopathies peu sévères en Finlande. La souche est appelée TWAR (TaiWan 
Acute Respiratory) qui est l’acronyme des deux premiers isolats : la souche TW-183, 
isolée en 1965 d’un prélèvement d’œil d’une enfant de Taïwan participant à une 
campagne de vaccination contre le trachome et la souche AR-39 isolée en 1983 à 
Seattle d’une étudiante présentant une pharyngite. Entre temps, en 1968, était isolée 
en Iran, également à partir d’un prélèvement conjonctival, une souche appelée IOL-
207. Bien que les souches TW-183 et IOL-207 aient été isolées à partir de 
conjonctives, les études sérologiques ont montré qu’elles n’avaient aucun lien avec 
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la maladie oculaire. Ces souches TWAR seront donc considérées comme une 
troisième espèce en 1989 et nommée C. pneumoniae. Depuis, C. pneumoniae a été 
isolé chez de nombreux hôtes animaux (grenouille, serpent, koala, cheval, tortue) et 
dans des sites variés (système respiratoire, foie, rate, cœur et tractus uro-génital) (2).
Pendant de nombreuses années les recherches sur les chlamydiae sont restées 
confidentielles étant donné la difficulté de la technique de culture sur œufs et le délai 
de réponse (six semaines). Un grand progrès a été réalisé par la mise au point de la 
culture cellulaire en 1965 permettant ainsi l’étude d’un grand nombre de 
prélèvements et une réponse dans les 48 à 72 heures. 
3. BACTERIOLOGIE
3.1 Taxonomie
Longtemps considérés comme des virus, ce n’est que dans les années 60 et selon 
les critères définis par Lwoff en 1957 que les chlamydiae sont reconnus comme étant 
des bactéries, sur la présence simultanée des deux acides nucléiques ADN et ARN, 
la structure de leur enveloppe comparable à celle des bactéries à Gram négatif, leur 
mode de division binaire et leur sensibilité aux antibiotiques. L'étude des séquences 
de l'ARNr 16S de C. psittaci a permis de classer les chlamydiae parmi les 
eubactéries et non les archaebactéries. 
Les chlamydiae ont longtemps été considérés comme un groupe unique de 
procaryotes comprenant des espèces proches formant une branche dans l’arbre 
phylogénétique basé sur l’analyse des ARNr 16S (Figure 1). La découverte récente 
de bactéries apparentées aux Chlamydiaceae, appelées Chlamydia-like, chez des 
hôtes très divers, notamment les amibes de l’environnement, a bouleversé la 
classification de ces bactéries. En 1999, il a été proposé par Everett que de 
nouvelles familles soient créées, la famille des Parachlamydiaceae incluant les 
genres Parachlamydia (P. acanthamoebae) et Neochlamydia (N. hartmanellae), la 
famille des Simkaniaceae incluant les genres Simkania (Simkania negevensis,
souche Z) et Fritschea et la famille des Waddliaceae (Waddlia chondrophila, souche 
WSU 86-1044) (3). Les quatre familles des Chlamydiales ont des caractères 
communs, - 80 à 90 % d’homologie des ARNr 16S, - une multiplication intracellulaire 
dans une vacuole, - une coloration de Gram négative sauf le corps élémentaire de 
P. acanthamoebae qui retient le Gram, - un aspect pléiomorphe existant sous deux 
Figure 1. Arbre phylogénétique des chlamydiae construit à partir des séquences 
d’ARNr 16S (5).
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formes, le corps élémentaire (forme infectieuse) et le corps réticulé (forme de 
reproduction), et des caractères divergents comme la sensibilité à la pénicilline G et 
la structure de leur membrane externe. L’ordre des Chlamydiales comprend à l’heure 
actuelle huit familles, Chlamydiaceae, Clavichlamydiaceae, Criblamydiaceae,
Parachlamydiaceae, Piscichlamydiaceae, Rhabdochlamydiaceae, Simkaniaceae et 
Waddliaceae. Il est probable qu’il existe une plus grande diversité de souches de 
chlamydiae non cultivées à ce jour. 
S. negevensis a été isolé comme contaminant de cultures cellulaires. Il est 
probablement responsable de maladies humaines et a été impliqué dans des cas de 
bronchiolites chez l’enfant et associé sérologiquement aux pneumopathies 
communautaires de l’adulte (4). La prévalence de l’infection dans la population 
générale est inconnue. Une étude portant sur des populations variées du Sud de 
l’Israël montre une séroprévalence de 80 % chez les bédouins et entre 55 % et 64 %
dans les autres populations (donneurs de sang, étudiants, habitants des kibboutz) 
indépendamment des anticorps anti-C. pneumoniae et anti-C. trachomatis. L’intérêt 
des anticorps anti-SimkaniaZ dans le diagnostic des infections aiguës chez l’homme 
reste à explorer.
Dans la famille des Chlamydiaceae, la proposition d’Everett en 1999 de diviser le 
genre Chlamydia en deux genres Chlamydia et Chlamydophila est à l’heure actuelle 
abandonnée (5). La nouvelle taxonomie ne reconnaît qu’un seul genre Chlamydia et 
neuf espèces. C. trachomatis comprend 19 sérovars groupés en deux biovars, 
trachoma et LGV, sur des critères de pathogénicité et de caractéristiques culturales 
alors qu’il n’existe pas de différences moléculaires claires entre ces deux biovars. Le 
biovar trachoma comprend 15 sérovars : A, B, Ba et C (impliqués dans le trachome), 
D, Da, E, F, G, Ga, H, I, Ia, J et K (impliqués dans les infections oculaires et uro-
génitales). Le biovar LGV comprend quatre sérovars, L1, L2, L2a et L3. Les sérovars 
ont été définis d'après les réactions observées avec des anticorps monoclonaux 
dirigés contre des épitopes portés par la protéine majeure de membrane externe 
appelée MOMP (Major Outer Membrane Protein). L'analyse des communautés 
antigéniques de la MOMP a permis de regrouper les souches de C. trachomatis en
trois complexes, le complexe B (sérovars B, Ba, D, E, L1 et L2), le complexe C 
(sérovars A, C, H, I, J, K et L3) et le complexe intermédiaire (sérovars F et G). 
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C. muridarum comprend les souches isolées chez la souris et le hamster (ancien 
C. trachomatis biovar pneumonie de la souris) et C. suis comprend les souches 
isolées du porc chez lequel elles sont responsables de conjonctivites, d’entérites et 
de pneumopathies. C. pneumoniae a été isolée chez l’homme mais aussi le koala, la 
grenouille et le cheval. Suivant la spécificité d’hôte, les souches ont été regroupées 
en trois biovars, TWAR, Koala et Equine. C. pecorum est isolé des mammifères sans 
spécificité d’hôte, ruminants, marsupiaux et porcs. C. psittaci regroupait des souches 
très hétérogènes. Seules les souches aviaires sont dénommées C. psittaci. Les 
souches responsables d’avortements, les souches de chats et de cochon d’inde 
appartiennent à trois espèces, C. abortus, C. felis et C. caviae respectivement.  
3.2 Phylogénie : connaissances acquises par le séquençage des génomes
Une découverte inattendue du séquençage du génome a été de trouver un nombre
important de gènes ayant des similarités avec des gènes de plantes suggérant un 
ancêtre commun aux chlamydiae et aux chloroplastes dérivés des cyanobactéries 
(6). La découverte dans le génome de la souche UWE25 de la famille des 
Parachlamydiaceae, d’éléments de virulence connus chez des espèces de 
chlamydiae pathogènes indique que ces éléments étaient présents chez l’ancêtre 
commun aux chlamydiae environnementaux et pathogènes, il y a environ 700 
millions d’années (7). Le passage dans l’amibe permet aux bactéries libres de 
s’adapter à la vie intracellulaire et de réduire leur génome. La souche UWE25 a un 
peu plus de 900 gènes en commun avec les chlamydiae pathogènes séquencés à ce 
jour (Tableau 1) et près de 1100 gènes supplémentaires. L’analyse comparée des 
génomes montre que peu d’évènements d’acquisition de gènes ont eu lieu après la 
divergence des chlamydiae environnementaux et pathogènes, ce qui signifie que le 
génome de la souche UWE25 donne probablement un aperçu du génome de leur 
ancêtre commun. Une découverte intéressante est celle de l’existence d’un système 
de sécrétion de type III (SSTT) chez la souche UWE25. Ce type d’appareil est 
présent non seulement chez les chlamydiae pathogènes, mais également chez de 
nombreuses protéobactéries pathogènes telles que les shigelles et les salmonelles. 
Chez ces bactéries, le SSTT permet d’injecter des protéines bactériennes dans les 
cellules hôtes et joue un rôle central dans la virulence. Les gènes codant pour cet 
appareil sont ordonnés de façon similaire dans les génomes de chlamydiae 
environnementaux et pathogènes, indiquant que leur ancêtre commun possédait 
Tableau 1. Caractéristiques générales des génomes de C. pneumoniae et 
C. trachomatis comparées à celui de Parachlamydia.
Parachlamydia
UWE25
C. pneumoniae
souche
CWL029
C. trachomatis
sérovar D/UW-3
Chromosome (pb) 2 414 465 1 230 230 1 042 519
Plasmide (pb) - - 7 493
G+C (%) 35,8 40,6 41,3
Nombre de séquences codantes 
identifiées 
avec une fonction :
2 031 1 073 894
- assignée 784 (38%) 636 (59%) 604 (67%)
- hypothétique (conservée) 623 (31%) 215 (23%) 35 (4%)
- inconnue (pas d’homologie de 
séquences)
624 (31%) 186 (17%) 255 (29%)
Nombre d’opérons ARNr 3 1 2
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déjà ce type de système. La connaissance du génome d’une espèce de 
Parachlamydia parasite des amibes n’est pas sans intérêt médical car il a été montré 
que cette espèce est capable d’infecter les macrophages humains corroborant 
l’hypothèse de leur implication en pathologie humain, notamment dans les infections 
respiratoires (8).
3.3 Structure de la bactérie 
3.3.1 Les différentes formes de la bactérie
La bactérie existe sous deux formes principales, le corps élémentaire (CE) et le 
corps réticulé (CR), et une forme accessoire appelée corps intermédiaire (CI) (1). De 
forme sphérique, le CE est de petite taille (200 à 400 nm de diamètre), dense aux 
électrons et possède un nucléoïde excentré. Le CE, adapté au transit extracellulaire, 
est incapable de se multiplier et constitue la forme infectieuse de la bactérie. Le CR 
est plus gros que le CE (800 à 1000 nm). Il est limité par une membrane plus souple 
que celle du CE et contient un nucléoïde fibrillaire. Le CR, adapté au milieu 
intracellulaire, est non infectieux et constitue la forme métaboliquement active de la 
bactérie. Le CI constitue la forme de passage entre le CR et le CE. Une quatrième 
forme, représentée par le corps aberrant (CA), est observée dans certaines 
conditions de culture et correspond à une forme altérée, viable mais non cultivable 
qui serait responsable de la persistance de l’infection.  
3.3.2 Caractéristiques de la paroi
Les chlamydiae sont limités par une membrane cytoplasmique et une enveloppe 
proche de la paroi des bactéries à gram négatif. La paroi est constituée d’une 
membrane interne et d’une membrane externe contenant du lipopolysaccharide 
(LPS), séparées par une couche intermédiaire visible au microscope électronique. 
Cependant, une caractéristique remarquable de l’enveloppe de ces bactéries est 
l’absence de peptidoglycane (PG). Paradoxalement, elle possède des protéines de 
liaison aux pénicillines et la bactérie est sensible aux antibiotiques qui inhibent la 
synthèse du PG comme la pénicilline G et la D-cyclosérine. De toutes les bactéries 
déficientes en PG, seuls les chlamydiae sont sensibles aux pénicillines et possèdent 
des PLP. Les pénicillines ne sont pas bactéricides mais interrompent le 
développement normal, donnant des formes anormales, incapables de division 
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binaire. Un autre paradoxe lié à l’absence de PG est celui de la stabilité osmotique 
des CE. 
Les chlamydiae ne possèdent ni pili, ni flagelles mais des projections de surface 
macromoléculaires, environ 18-22 par CE, réparties hexagonalement sur la surface 
et une « rosette » entoure chaque projection dans la membrane externe. Ces 
projections sont formées de sous-unités arrangées en hélice de six nm de diamètre 
et de 45 à 90 nm de longueur. Ces structures sont aussi présentes sur le CR où elles 
sont en contact avec la membrane de l’inclusion et correspondraient à la machinerie 
SSTT. 
3.3.3 Protéines de la membrane externe
La membrane externe comprend plusieurs protéines riches en résidus cystéine : la 
MOMP ou Omp1 de poids moléculaire (PM) proche de 40-kDa, les protéines Omp2 
de 60-kDa et Omp3 de 15-kDa. Ces protéines assurent la rigidité de la membrane 
par la présence de ponts disulfures intra et intermoléculaires et sont responsables de 
la remarquable résistance du CE au stress mécanique et osmotique. La richesse en 
cystéine de ces protéines est importante puisque la forme mature de la protéine 
Omp3 de C. psittaci contient 14 résidus cystéine soit 20,5 % du contenu total et celle 
de la protéine Omp2, 37 résidus cystéine soit 7,2 % du contenu total. Le CR est 
comparativement plus fragile car déficient en protéines Omp2 et Omp3. Les 
protéines Omp2 et Omp3 seraient intramembranaires alors que la MOMP serait 
transmembranaire. La couche intermédiaire, observée au microscope électronique 
entre la membrane externe et la membrane interne, serait uniquement constituée de 
la protéine Omp2 assurant la rigidité du CE. Une couche de PG et la protéine Omp3 
formeraient des ponts entre cette couche intermédiaire et la membrane externe.
La MOMP représente 60 % du poids sec de la membrane externe. Glycosylée, elle 
se présente sous forme multimérique transmembranaire dans le CE et sous forme 
monomérique dans le CR. Cette protéine présente durant tout le cycle de 
développement de la bactérie, aurait une fonction structurale dans le maintien de la 
rigidité de la membrane du CE. Elle est constituée de quatre domaines variables 
(DV) hydrophiles encadrés par cinq domaines constants (DC) hydrophobes. Les DV 
sont exposés à la surface de la bactérie alors que les DC sont enchâssés dans la 
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membrane. Huit résidus cystéines assurent la rigidité de la MOMP des CE. Chez 
C. trachomatis, la MOMP est un puissant immunogène. Elle porte des épitopes ayant 
des spécificités de genre, d’espèce et de sérovar. La détermination des sérovars de 
C. trachomatis a été réalisée grâce à des anticorps monoclonaux reconnaissant les 
épitopes portés par les DV, en particulier par le DV4. De ce fait la MOMP est le 
principal candidat pour la réalisation d’un vaccin. Certains anticorps monoclonaux 
dirigés contre certaines séquences ou domaines variables neutralisent l’infectivité in 
vitro et les essais de vaccination sur un modèle expérimental montrent une 
protection encourageante. Cependant la réponse est partielle et de courte durée. 
Des variations nucléotidiques dans le gène de la MOMP ont été fréquemment mises 
en évidence. Elles auraient pour origine une pression de sélection immunitaire. En 
revanche, la MOMP de C. pneumoniae est plus homogène. L’analyse des 
séquences du DV4, région la plus hypervariable, de souches d’origine vasculaire a 
révélé la présence de rares mutations (9).
En plus de son rôle structural, cette protéine aurait une fonction de porine et jouerait 
un rôle dans l’adhésion, particulièrement les domaines DV2 et DV4. 
A côté de ces protéines riches en cystéine, d’autres protéines désignées d’après leur 
masse moléculaire, ont été identifiées. Après extraction de la membrane des CE au 
lauroyl-sarcosine est obtenu un complexe appelé COMC (Chlamydia Outer 
Membrane Complex). Le potentiel immunitaire de ce COMC vis à vis de l’infection à 
C. psittaci a été évalué dans le modèle de la conjonctivite du cochon d’inde. Bien que 
la MOMP et les protéines de 60-kDa soient majoritaires dans le COMC, on observe 
également chez le cochon d’inde une réponse vis à vis d’autres protéines de 72- et 
84-kDa et à moindre degré de celles de 35- et 47-kDa. 
L’enveloppe de C. pneumoniae est moins bien connue. En plus des protéines Omp1, 
Omp2 et Omp3, une protéine de 98-kDa serait spécifique de C. pneumoniae et 
contribuerait à la forme en poire du CE. Contrairement aux autres espèces, la MOMP 
de C. pneumoniae n’est pas immunodominante. Une protéine unique de 76-kDa a 
été identifiée dont les anticorps neutralisent l’infectivité in vitro. Cette protéine porte 
un épitope spécifique d’espèce et est absente chez C. psittaci et C. trachomatis (1).
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Trois protéines d’enveloppe montrent de grandes homologies avec les protéines de 
la famille hsp (heat shock protein), une DnaK-like ou hsp70, une GrpC-like ou hsp12 
et une GroEL-like ou hsp60. La protéine hsp70 jouerait un rôle dans l’attachement du 
CE à la cellule hôte. En effet, chez les eucaryotes, une participation directe d’un 
domaine de la protéine hsp70 dans les processus d’attachement a été récemment 
découverte. Une région de 70 aminoacides de la protéine chlamydienne hsp70 
présente 51 % de similitude avec ce domaine de fixation. D’autre part des anticorps 
dirigés contre cette protéine inhibent l’infectivité in vitro. La protéine chlamydienne 
hsp60 (Chsp60), quant à elle, serait associée à la réponse d’hypersensibilité de type 
retardée (HSR) dans les infections chroniques et la production d’anticorps anti-
Chsp60 a été trouvée fortement corrélée à des pathologies sévères comme les 
salpingites ou leurs conséquences comme les grossesses extra utérines (GEU). La 
protéine GroEL de C. pneumoniae présente 95 % et 97 % de similitude avec celle de 
C. trachomatis et C. psittaci, respectivement, alors que la protéine DnaK-like 
présente 87 % de similitude avec celle de C. trachomatis.
Une lipoprotéine de 27-kDa, semblable à la protéine mip (macrophage infectivity 
potentiator protein) de Legionella pneumophila, a été identifiée dans la membrane 
des CE et des CR et pourrait intervenir dans le processus d’internalisation des CE et 
dans l’inhibition de la fusion phagosome-lysosome. Elle a une activité peptidyl-prolyl 
cis/trans isomérase, qui, lorsqu’elle est inhibée, empêche les premières étapes du 
développement.
3.3.4 Lipopolysaccharide et autres constituants lipidiques
Le LPS ressemble au LPS type de Salmonella typhimurium et est constitué de D-
glucosamine, d’acide 2 céto-3 désoxyoctulosonique, d’acides gras 3-hydroxylés à 
longues chaines et de phosphates. Cette structure est porteuse entre autres d’un 
épitope conservé spécifique du genre Chlamydia.
Un glycolipide spécifique de genre, chimiquement distinct du LPS, est secrété dans 
le surnageant des cellules infectées. La composition et la taille de ce polysaccharide 
le rattache à l’alginate sécrété par Pseudomonas aeruginosa, en partie responsable 
des dommages pulmonaires des patients atteints de mucoviscidose. La sécrétion de 
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cet alginate-like par les chlamydiae pourrait expliquer les dommages pulmonaires 
observés dans la maladie respiratoire.
Quelques rapports font état de la composition en phospholipides et en acides gras 
de la membrane. Entre le CE et le CR, le rapport phosphatidylcholine et 
phosphatidyléthanolamine diffère. Ceci confirme la plus grande fluidité de la 
membrane du CR qui contient moins d’acides gras ramifiés que celle du CE.
3.3.5 Caractéristiques génomiques
Les séquences des génomes de 20 souches de C. trachomatis sérovar A, B (2 
souches), D (3 souches), E (3 souches dont le variant suédois), F (2 souches), G (4 
souches), J (2 souches), L2 (2 souches), L2b et de chacune des espèces suivantes, 
C. pneumoniae, C. psittaci, C. muridarum, C. abortus, C. felis, C. pecorum et 
C. caviae sont disponibles à ce jour et d’autres sont en cours de séquençage. 
L’analyse de ces génomes remet en cause certaines notions bien établies comme 
l’absence de PG et l’exigence obligatoire en ATP. La totalité des gènes nécessaires 
à la synthèse du PG et plusieurs ATPases ont été identifiées. Le rôle des gènes du 
PG dans la biologie des chlamydiae reste un mystère. Chopra et al. ont émis 
l’hypothèse que du PG serait synthétisé de manière provisoire lors de la 
multiplication du CR puis dégradé lors de la différenciation du CR en CE (10). Ce PG 
jouerait un rôle atypique dans la septation, hypothèse soutenue par l’absence de 
gène ftsZ, normalement requis pour la division cellulaire bactérienne, et en accord 
avec la nécessité des chlamydiae de réduire leur volume cellulaire. Il a été montré, 
par des expériences de complémentation chez E. coli, que la protéine MurA de 
C. trachomatis était bien fonctionnelle. De plus, cette protéine contient une délétion 
dans le site actif conférant la résistance à la fosfomycine (11). La présence de 
nombreux gènes impliqués dans la synthèse d’ATP chez les chlamydiae suggère 
que ces bactéries ne sont pas strictement auxotrophes pour l’ATP et la présence de 
translocases ADP/ATP indique qu’elles utilisent au moins une partie de l’ATP de la 
cellule hôte. Ces bactéries sont capables de produire leur propre énergie grâce à 
l’activité de leur pyruvate kinase qui possède la propriété d’être activée par le 
fructose-2,6-biphosphate, un métabolite trouvé uniquement chez les eucaryotes. 
Cette découverte pose de nouvelles questions sur l’acquisition de ce métabolite et la 
coordination du métabolisme du carbone chez l’hôte et le parasite (12).
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L’analyse génomique a révélé d’autres points importants comme l’abondance des 
systèmes de transport, la présence d’une famille de protéines nommées Pmp 
« polymorphic membrane protein » et des gènes codant pour un SSTT (13). Le 
parasitisme obligatoire des chlamydiae explique la présence de très nombreux gènes 
impliqués dans le transport des acides aminés et oligopeptides nécessaires à la 
synthèse des macromolécules. Il est tentant d’attribuer à la famille de protéines Pmp 
un rôle dans un mécanisme de variation antigénique en réponse à une pression 
immunologique et qui pourrait être responsable du phénomène de persistance des 
infections. Les gènes de SSTT, organisés en trois sites distincts sur le chromosome 
appelés « archipel de pathogénicité » jouent un rôle clé dans les échanges entre la 
cellule et la bactérie. Les projections de surface observées à la surface de la bactérie 
correspondraient à la machinerie SSTT et permettraient la croissance de chlamydiae 
par leur interaction avec la membrane de l’inclusion. Le détachement de ces 
projections de l’inclusion engendrerait l’inactivation du SSTT et serait un signal de 
différenciation du CR en CE. Un des rôles possibles du SSTT serait donc d’assurer 
la survie des chlamydiae dans la cellule non seulement par l’acquisition de 
nutriments mais également en inhibant les mécanismes de défense de la cellule, tel 
que l’acidification du phagosome et l’apoptose cellulaire, du moins au stade précoce 
de l’infection. En effet, en début de cycle des facteurs anti-apoptotiques sont 
sécrétées par la bactérie alors qu’en fin de cycle, les chlamydiae ont une activité pro-
apoptotique qui contribuerait à la libération des bactéries de la cellule et à la réponse 
inflammatoire grâce à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules en 
apoptose. Par approche bioinformatique, une protéine CADD (Chlamydia protein 
associating with death domains) induisant l’apoptose a été identifée (14).
Bien que les chlamydiae aient un cycle de développement unique, des différences 
entre les espèces existent quant au tropisme tissulaire, à l’infectivité, à la 
morphologie des inclusions et la durée du cycle. La comparaison des génomes a 
permis d’identifier des gènes ou des combinaisons de gènes présents seulement 
dans certaines espèces et probablement nécessaires à la survie et la virulence chez 
l’hôte spécifique. L’exemple du tryptophane est intéressant. Le séquençage de la 
région codant la synthèse du tryptophane de tous les sérovars humains de 
C. trachomatis montrent que les sérovars uro-génitaux sont capables de synthétiser 
le tryptophane en utilisant l’indole exogène, à la différence des sérovars 
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responsables du trachome (15). D’autre part, l’analyse génétique de cette région a 
révélé un polymorphisme génétique qui pourrait être corrélé aux différences de
pathogénicité observées entre les souches de C. pneumoniae. En effet, les souches 
isolées d’infections vasculaires contiennent une seule copie des gènes de tyrosine et 
tryptophane perméase, alors que les souches isolées d’infections respiratoires en 
contiennent de multiples copies (16). Cette différence pourrait expliquer la tendance 
des souches vasculaires à établir une infection persistante par privation en acides 
aminés. Concernant la cytotoxicité, les génomes de C. muridarum et C. trachomatis
sérovars D et L2 sont remarquablement conservés exceptés sur un segment qui 
code pour trois protéines ayant des homologies avec les cytotoxines des Clostridia. 
Ce segment existe chez C. muridarum. Les souches de C. trachomatis sérovar D en 
possèdent une version tronquée, et ce segment est absent des souches de sérovar L 
(17). La présence de ces gènes corrèle avec une activité cytotoxique précoce au 
cours du cycle infectieux contribuant probablement à la virulence.
La comparaison des génomes de C. pneumoniae et C. trachomatis montre de 
grandes similitudes (18). La taille du génome de C. pneumoniae est légèrement plus 
grande de 1,8 kpb environ (Tableau 1). Ces gènes manquants chez C. trachomatis
n’ont pas d’homologues chez les autres bactéries et pourraient donner à 
C. pneumoniae des propriétés particulières comme sa plus grande invasivité et son 
spectre d’hôte cellulaire plus étendu. De plus, C. pneumoniae dispose d’un plus 
grand nombre de gènes pmp, 21 contre neuf chez C. trachomatis dont le rôle reste 
encore énigmatique.
La présence d’un plasmide cryptique de 7,5 kpb a été démontrée dans quasiment 
toutes les souches de C. trachomatis, certaines souches de C. psittaci et une seule 
souche de C. pneumoniae. L’identification de souches cliniques de C. trachomatis 
dépourvues de ce plasmide montre qu’il n’est pas nécessaire au développement et 
au caractère infectieux de la bactérie. La séquence nucléotidique du plasmide de 
C. trachomatis, présent en une dizaine de copies, a été déterminée. Elle semblerait 
conservée entre les souches des biovars trachoma et LGV. L’étude de la séquence 
du plasmide cryptique de C. trachomatis montre qu’il existe huit cadres ouverts de 
lecture. Un polypeptide de 28-kDa, codé par l’ORF3, dont les épitopes seraient 
reconnus par des anticorps présents seulement dans le sérum de patients infectés, a 
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été identifié. Récemment, une souche de C. trachomatis délétée de 377 pb sur son 
plasmide et appelée nouveau variant de C. trachomatis (nvCT) a été source d’une 
épidémie en Suède car elle n’était pas identifiée par les techniques de biologie 
moléculaire dont la cible de détection était localisée dans cette région (19).
Plusieurs phages, dont le rôle reste inconnu, ont été isolés et caractérisés. Le 
premier chlamydiaphage, nommé Chp1, a été isolé d’une souche de C. psittaci
responsable d’une épidémie. Depuis d’autres phages ont été identifiés chez 
C. caviae, C. pneumoniae, C. abortus et C. pecorum. En revanche, aucun phage n’a 
pour le moment été identifié chez C. trachomatis et C. muridarum.
3.4 Le cycle de développement 
Le cycle de développement est identique quelle que soit l’espèce malgré quelques 
différences de morphologie entre les inclusions (1). Le cycle peut être divisé en 
plusieurs étapes (i) attachement initial du CE à la cellule hôte (ii) entrée dans la 
cellule hôte (iii) différenciation des CE en CR et multiplication des CR (iv) 
différenciation des CR en CE (v) relargage des CE (Figure 2). La cellule hôte des 
chlamydiae n’est pas un phagocyte professionnel. L’internalisation s’achève par la 
formation d’une inclusion dans le cytoplasme de la cellule hôte. 
3.4.1 Attachement
Seul le CE pénètre dans la cellule. Cette particularité est liée à la structure de sa 
paroi. L’attachement aux cellules fait intervenir des microdomaines membranaires, 
suivi d’un remodelage du cytosquelette d’actine (20) et la bactérie pénètre par un 
processus similaire à celui de la phagocytose. En dépit de nombreuses recherches 
sur l’identification de ligands à la surface du CE et de récepteurs cellulaires, le 
mécanisme précis d’entrée reste non élucidé d’autant plus qu’il doit exister de 
multiples moyens d’entrée si on prend en compte la variété de sérovars et de 
spécificité cellulaire. Les deux biovars trachoma et LGV diffèrent cliniquement et 
biologiquement. Alors que les souches du biovar trachoma donnent des infections 
localisées au tractus génital et à l’œil, les souches LGV pénètrent la sous muqueuse 
pour initier une maladie systémique. Les souches de ces deux biovars se distinguent 
donc dans leur interaction avec la cellule hôte. L’attachement et l’entrée des souches 
du biovar trachoma sont augmentés par le pré-traitement des cellules par du DEAE-
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Figure 2. Schéma du cycle de développement des chlamydiae (adapté d’après la 
référence 1).
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dextran ou la centrifugation de l’inoculum sur la monocouche, alors que ce traitement 
n’affecte pas l’attachement des souches LGV. De plus, les souches LGV et les 
souches de C. pneumoniae survivent et se repliquent dans les macrophages à la 
différence des souches du biovar trachoma.
On distingue trois groupes de molécules candidates impliquées dans le processus 
d’attachement, - des glycosaminoglycanes (GAG apparentés aux héparanes 
sulfatés), - des protéines de paroi comme la MOMP, Omp2, les Pmp - les protéines 
de choc thermique hsp70. Un mécanisme d’attachement trimoléculaire faisant 
intervenir des GAG d’origine chlamydienne, des récepteurs cellulaires et des 
molécules de la membrane externe du CE servant d’ancrage a été proposé. 
Cependant, l’analyse du génome n’a pas révélé de gènes de biosynthèse d’un GAG 
et il est impossible de conclure si les chlamydiae ont la capacité de produire un 
antigène GAG pour leur attachement (21). Par ailleurs, il n’est pas clair que ce 
mécanisme puisse être applicable à toutes les chlamydiae étant donné les 
différences observées dans l’inhibition de l’adhésion par l’héparine suivant les 
espèces. Quant aux molécules servant d’ancrage, elles restent hypothétiques. Il 
pourrait s’agir de la MOMP ou de Omp2. Toutes deux sont abondantes dans les CE 
et font partie du complexe COMC insoluble au sarkosyl. 
3.4.2 Ingestion
En microscopie électronique, la membrane cytoplasmique est invaginée au point de 
contact. Les CE sont ensuite ingérés et apparaissent dans la cellule hôte à l’intérieur 
d’une vacuole. Le mode d’attachement et d’ingestion de C. pneumoniae est différent. 
Les CE de C. pneumoniae sont typiquement en forme de poire. Ils adhèrent 
préférentiellement par leur extrémité pointue puis sont fixés à la surface de la cellule 
hôte au moyen de protusions de la paroi. La cellule hôte s’invagine et le CE est 
internalisé dans une vacuole. 
Le processus d'entrée apparait multifactoriel et varie non seulement en fonction des 
souches mais aussi en fonction du type de cellules étudiées et de la polarisation de 
la cellule. 
Des signaux de transduction et de phosphorylation sont détectés très précocement 
après l’infection (22). Des protéines bactériennes interviennent probablement comme 
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le montre la présence de protéines d’inclusion (Inc) dans la membrane de l’inclusion 
4 heures après l’infection (23). De part leur localisation en zone frontière entre l’hôte 
et le pathogène, les protéines Inc jouent un rôle important dans diverses fonctions 
comme - l’échappement à la fusion avec les lysosomes, - l’organisation des 
microtubules permettant la migration de l’inclusion, - l’apport de nutriments et 
d’effecteurs solubles à partir de la cellule hôte (24). Il a été démontré que la protéine 
IncA se trouve sur la face cytosolique de l’inclusion et qu’elle est phosphorylée sur 
des résidus serine et thréonine (25). Ceci suggère qu’IncA pourrait modifier les voies 
de transduction de signal dans la cellule hôte pour permettre la survie de la bactérie.
Ces protéines, produites malgré l’absence d’une séquence signal, sont probablement 
sécrétées par le SSTT. Le SSTT dépend du contact entre la membrane de la cellule 
eucaryote infectée et celle de la bactérie pathogène. Cette interaction commande la 
sécrétion de facteurs essentiels à la virulence à l’intérieur de la cellule infectée soit 
dans la lumière de l’inclusion soit directement dans le cytosol de la cellule hôte (26).
3.4.3 Différenciation et multiplication
Dès son entrée dans la cellule, le CE commence à se réorganiser. La nature et la 
manière du signal transmis dans le phagosome sont inconnues. La transformation 
des CE en CR se caractérise par une modification de la structure des protéines de la 
membrane externe par réduction des ponts disulfures, une décondensation du 
chromosome, une augmentation de la taille et l’augmentation du nombre de 
ribosomes, le rapport ARN/ADN passant de 1:1 à 3:1. La réduction de la MOMP en 
une forme monomérique est inhibée par le chloramphénicol mais pas par la 
cycloheximide, ce qui suggère que la synthèse de protéines chlamydiennes est 
nécessaire à la réduction de la MOMP, à l’inverse de la synthèse des protéines de 
l’hôte. Une fois démarrée, la réorganisation des CE en CR est très rapide et 8 à 12 
heures après l’infection, la population est presque entièrement formée de CR. Une 
fois mature, le CR se multiplie par scission binaire sans septation apparente. 
L’infectivité intracellulaire apparait 20 heures après l’infection et est corrélée avec 
l’apparition des CE. La réorganisation des CR en CE passe par une forme
intermédiaire (CI) et s’accompagne d’une réduction de la taille, d’une condensation 
du nucléoïde et de la formation d’une membrane externe rigide. La MOMP de 
C. trachomatis se polymérise progressivement durant la deuxième moitié du cycle au 
moment de l’incorporation des cystéines dans la membrane alors que celle de 
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C. psittaci se polymérise au moment de la lyse de la cellule. La conversion des CR 
en CE est sous le contrôle des composés tricycliques, le GMPc agissant comme 
stimulateur et l’AMPc comme inhibiteur. Le nombre de CE augmente de manière 
exponentielle jusqu’à 40 heures après l’infection. De nombreux CR continuent à se 
diviser après l’apparition des CE. Ainsi, des CR, des CI et des CE sont retrouvés 
dans la population en fin de cycle. 
Le plus important mécanisme de relarguage des CE infectieux est probablement la 
lyse de la vacuole et la mort de la cellule. Mais des inclusions intactes peuvent être 
relarguées de la cellule sans mort de celle-ci. Le mécanisme de relarguage à partir 
de cellules spécialisées est complexe. Dans une étude sur des cellules intestinales 
de veau infecté, trois mécanismes ont été démontrés, la rupture des cellules 
infectées, l’expulsion de cellules entières infectées dans la lumière intestinale et 
l’extrusion de pseudopodes contenant des chlamydiae. 
3.4.4 Biochimie de la multiplication
Les exigences de croissance des souches de chlamydiae sur des cellules traitées à 
la cycloheximide diffèrent en fonction de l’espèce, du biovar et du sérovar. A titre 
d’exemple, C. trachomatis se distingue de C. psittaci par son exigence en histidine. 
Le biovar LGV de C. trachomatis exige de la méthionine à la différence du biovar 
trachoma. Dans le biovar trachoma, le tryptophane est nécessaire à la croissance 
des sérovars A à C mais pas à celle des sérovars D à K. Ceci est une des rares 
différences entre les deux groupes de sérovars. Etant donné la présence de cystéine 
dans les protéines de membrane des CE et non dans celles des CR, une déplétion 
en cystéine bloque spécifiquement la conversion des CR en CE. L’addition de 
cystéine à un milieu de culture dépourvu de cystéine restaure l’infectivité.
La présence ou l’absence de glycogène, habituellement établie par la coloration à 
l’iode, est l’une des caractéristiques qui différencie C. trachomatis de C. pneumoniae
et C. psittaci. Le glycogène apparait dans l’inclusion de C. trachomatis 20 à 30 
heures après l’infection, atteint un maximum à 30-60 heures puis diminue lentement. 
La multiplication de C. trachomatis et l’accumulation de glycogène suivent des 
courbes parallèles. Le glycogène est déposé dans le CR sous la forme de particules 
visibles au microscope électronique qui sont ensuite relarguées dans l’inclusion. A la 
fin de l’infection, l’inclusion et la cellule hôte se désintègrent, libérant le glycogène 
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dans le milieu de culture où il est lentement hydrolysé. La biosynthèse du glycogène 
dépend de trois enzymes d’origine chlamydienne dont une glycogène synthétase, 
présente chez C. trachomatis et absente chez C. psittaci. A noter que le taux de 
production du glycogène varie suivant la nature de la cellule infectée. L’intérêt pour 
C. trachomatis d’accumuler du glycogène n’est pas clair.
3.4.5 Réponse de la cellule à l’infection
A faible dose infectante, la cellule peut continuer à se diviser et peut produire soit 
deux cellules filles infectées soit une seule sur les deux. Ceci est vrai pour 
C. trachomatis qui développe une seule inclusion mais sans doute moins vrai pour 
C. psittaci. Il est possible que la naissance de cellules non infectées limite la
dissémination au site infecté. L’activité spécifique des cellules hôtes est inhibée. Ceci 
a été montré dans certains cas pour l’activité ciliaire.
Comme la plupart des micro-organismes intracellulaires, les chlamydiae modifient la 
membrane de la cellule hôte pour leur propre bénéfice. Du LPS est retrouvé non 
seulement dans l’inclusion mais aussi dans la membrane cytoplasmique de la cellule 
infectée et les structures membranaires des cellules adjacentes non infectées. 
L’incorporation de LPS dans la membrane cytoplasmique réduirait sa fluidité et 
rendrait la cellule moins sensible aux cellules T cytotoxiques.
3.4.6 Altération du cycle de développement et notion de persistance
Dans certaines conditions, le cycle de développement est altéré, c'est à dire qu'il y
existe un retard de maturation du CR et une inhibition de la différenciation en CE 
infectieux. Ceci se traduit par une altération morphologique des CR et une 
persistance de ces formes aberrantes, appelées corps aberrants (CA), dans la 
cellule (1). Le terme de persistance correspond à une association bactérie-hôte dans 
laquelle la bactérie est viable mais non cultivable. Un parallèle peut être fait avec la 
latence virale. Dans les deux cas, il s'agit d'une interaction de l'agent pathogène avec 
la cellule hôte dans laquelle le développement habituel de l'organisme est 
interrompu. La présence in vitro de formes persistantes de chlamydiae 
intracellulaires dans une forme altérée a été observée dès 1980 et était reconnue
comme un facteur important de pathogénicité. 
Le CA est une forme viable de la bactérie mais non cultivable qui serait responsable 
de la persistance de l’infection. In vitro, certains facteurs capables d’entraîner la 
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persistance ont été identifiés. Il s’agit de facteurs nutritionnels comme une carence 
en acides aminés, notamment en tryptophane, des antibiotiques comme les 
pénicillines et des facteurs immunitaires comme les cytokines, notamment l’IFN!. La 
persistance de l’infection se manifeste non seulement par des modifications 
morphologiques mais aussi par des modifications d’expression d’antigènes 
chlamydiens avec une synthèse continue de Chsp60, un antigène immunopathogène 
et une réduction de la synthèse de la MOMP, un antigène protecteur. Si la sécrétion 
de Chsp60 est une réponse à l’IFN!, cela implique que le développement de la 
persistance est médié par le système immunitaire et qu’il constitue une réponse liée 
au stress. L’IFN! est le médiateur d’une infection persistante qui peut être maintenue 
pendant plusieurs semaines en culture cellulaire de manière réversible. Les 
chlamydiae ont été les premiers pathogènes non viraux à être reconnus inducteurs
d’IFN!. L’IFN! induit la persistance par déplétion en tryptophane par induction de 
l’IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) qui catalyse la dégradation du tryptophane. Le 
séquençage du génome a montré que tous les gènes nécessaires à la production de 
tryptophane ne sont pas présents dans tous les sérovars (27). Les sérovars génitaux 
possèdent une tryptophane synthétase capable de convertir l’indole en tryptophane
(28). Comme l’indole peut être synthétisé par des bactéries du tractus génital, il a été 
suggéré que la co-infection C. trachomatis et bactéries productrices d’indole 
interviendrait dans les mécanismes de persistance et de réactivation in vivo.
La croissance de C. trachomatis dans des cellules non permissives, monocytes et 
cellules synoviales, entraîne le développement spontané de la persistance (29)
indépendamment de la déplétion en tryptophane. Il s’agit d’un autre mécanisme qui 
pourrait expliquer la physiopathologie de l’arthrite. 
In vivo, l’intervention de ce corps aberrant est encore hypothétique mais permettrait 
d’expliquer le passage à la chronicité, la récurrence de l’infection quand la réinfection 
est improbable, les échecs thérapeutiques et la présence d’acides nucléiques, ARN 
et ADN dans les tissus en l’absence de bactérie cultivable. Les bases moléculaires 
de la persistance ont été étudiées à l’aide des nouvelles approches moléculaires 
comme la PCR quantitative, les microarrays et la protéomique (30). En présence 
d’inducteurs, on observe des altérations de la synthèse protéique avec une très nette 
diminution de synthèse des protéines de membrane (MOMP) et une augmentation 
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de synthèse des protéines de stress, du métabolisme du tryptophane dont les 
protéines de membrane sont riches, de la division cellulaire et de la réplication du 
chromosome. Il a été montré qu’au cours de l’infection persistante médiée par l’IFN!,
les gènes impliqués dans la réplication du chromosome bactérien sont transcrits
alors que ceux impliqués dans la division cellulaire ne le sont pas (31). Quand l’IFN!
est éliminé, les chlamydiae reprennent leur cycle normal. Ainsi, la persistance serait 
un cycle alternatif par lequel les chlamydiae échappent à la réponse immune de 
l’hôte.
Le nombre important de facteurs associés à l’altération de la croissance suggère que 
le cycle normal, défini en culture cellulaire, pourrait ne pas être le seul procédé de 
développement des chlamydiae, spécialement dans l’environnement complexe de 
l’infection naturelle. De plus, la localisation anatomique de l’infection, la présence et 
la quantité d’hormones, de cytokines ou autres facteurs pouvant altérer le cycle des 
chlamydiae, pourraient expliquer les différences observées dans la symptomatologie 
clinique.
4. POUVOIR PATHOGENE
4.1 C. trachomatis
4.1.1 Le trachome
4.1.1.1 Manifestations cliniques
Le trachome est une kératoconjonctivite chronique, contagieuse, caractérisée par la 
formation de follicules (Tableau 2). Après une période d’incubation de 7 à 21 jours, 
apparait une conjonctivite marquée par une inflammation importante, accompagnée 
de sécrétions purulentes. La conjonctive tarsienne supérieure se couvre de follicules, 
puis apparait une infiltration de la cornée. Les vaisseaux sanguins du limbe 
envahissent la cornée réalisant le pannus qui apparait tout d’abord à la partie 
supérieure et progresse de haut en bas. L’évolution peut se faire spontanément vers 
la guérison mais en zone d’endémie, les réinfestations successives aggravent le 
pannus et l’évolution se fait vers un stade cicatriciel avec déformation du tarse et 
incurvation de la paupière (entropion). Les cils viennent alors frotter le globe oculaire 
(trichiasis) et en particulier la cornée. Si cet entropion-trichiasis n'est pas traité 
chirurgicalement, il entraine l'apparition d'opacités cornéennes et une cécité 
Tableau 2. Manifestations cliniques de l’infection à C. trachomatis.
Sérovars Maladies aiguës
Complications,
maladies chroniques
A, B, Ba et C
Trachome
= kérato-conjonctivite
trachome cicatriciel, cécité
D, Da, E, F, G, Ga, 
H, I, Ia, J et K
IST
H : urétrite, ano-rectite
F : cervicite, urétrite, ano-rectite                                                                                                              
Infections extra-génitales
H + F : conjonctivite
NN : conjonctivite, pneumopathie
épididymidite
endométrite, salpingite, GEU,
infertilité, périhépatite (syndrome 
de Fitz-Hugh-Curtis)
syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter
arthrite réactionnelle
L1, L2, L2a et L3
Lymphogranulomatose 
vénérienne LGV
trouble du drainage lymphatique
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irréversible. Le trachome cicatriciel, caractéristique du trachome, serait dû à une 
hyperréactivité du système immunitaire. Dans le trachome actif, les cultures peuvent 
être négatives alors que de l’ADN ou de l’antigène peuvent être présents.
4.1.1.2 Epidémiologie
L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’en 2006, six millions de 
personnes dans le monde étaient aveugles du fait du trachome et que 80 millions de 
personnes avaient besoin d’un traitement. Dû aux sérotypes A, B, Ba et C, le 
trachome survient dans le monde entier et plus souvent dans les communautés 
rurales pauvres dans les pays en développement car il est lié au sous 
développement, à la malnutrition et au manque d’hygiène. L’OMS a essayé de 
répertorier les données mondiales pour faire une cartographie de la répartition du 
trachome (32). Le trachome est hautement endémique en Afrique et continue de 
persister au Moyen-Orient, en Asie et en Amérique centrale et du Sud. 
Malheureusement les données restent parcellaires dans de nombreux pays, 
notamment en Chine et en Inde ce qui est un frein important aux efforts de lutte 
contre le trachome. L’homme est le seul réservoir de la bactérie et la transmission se 
fait à partir du réservoir familial par les mains sales, les poussières véhiculées par le 
vent et les mouches. Habituellement, l’infection survient durant l’enfance mais les 
personnes deviennent aveugles à l’âge adulte. Dans les zones hyperendémiques la 
maladie active est la plus fréquente chez les enfants pré-scolaires avec des taux de 
prévalence pouvant atteindre 60 % à 90 %. Elle frappe souvent les membres les plus 
vulnérables des communautés, les femmes et les enfants. Les femmes adultes ont 
un risque beaucoup plus grand de développer les complications cécitantes de la 
maladie que les hommes car elles passent généralement plus de temps en contact 
étroit avec les enfants, qui sont le réservoir principal de l'infection.
La prévention du trachome passe par une bonne hygiène personnelle (lavage de la 
figure à l’eau propre) et du milieu (assainissement, réduction des sites larvaires des 
mouches, élimination des déchets humains et animaux). L’OMS a organisé une 
alliance mondiale des pays intéressés pour l’élimination du trachome d’ici à l’an 2020 
(GET 2020, Global Elimination of Trachoma) et adopté la stratégie CHANCE qui 
associe 4 composantes, CHirurgie du trichiasis, Antibiothérapie, Nettoyer le visage, 
Changer l’Environnement pour lutter contre les facteurs de transmission de la 
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maladie. Cette initiative a permis de ramener le nombre de cas de 360 millions en 
1985 à 80 millions en 2006.
4.1.2 Les infections sexuellement transmissibles (IST)
4.1.2.1 Manifestations cliniques
4.1.2.1.1 La lymphogranulomatose vénérienne (LGV) ou maladie de 
Nicolas-Favre
La LGV est due aux sérovars L1, L2, L2a et L3 de C. trachomatis qui possèdent un 
tropisme réticulo-endothélial et ganglionnaire (33). Schématiquement, la LGV évolue 
en trois phases :
- phase primaire, cutanéo-muqueuse. Après une incubation de deux à 35 jours une 
vésicule herpétiforme indolore apparait et guérit spontanément. Selon le mode de 
contamination sexuelle, l’infection peut être primitivement ano-rectale ou pharyngée. 
Dans la région ano-génitale, la lésion primaire siège en général au niveau du sillon 
balano-préputial, fourreau, orifice urétral, scrotum chez l’homme, grandes lèvres et 
paroi postérieure du vagin chez la femme. Dans sa forme rectale, cette IST est 
caractérisée par des ano-rectites ulcérées avec écoulement purulent ou 
hémorragique qui peut simuler d’autres pathologies comme la maladie de Crohn ou 
des carcinomes rectaux.
- phase secondaire, ganglionnaire. Après une à quatre semaines, une adénite 
bubonique multiloculaire et sensible apparait, avec un risque de poradénite fistulisée 
inguino-pelvienne chez l’homme. Chez la femme, il s’agit d’un syndrome ano-génital 
avec décharges muco-purulentes. Dans les deux sexes, des adénopathies cervicales 
et des ganglions axillaires consécutifs à une porte d’entrée bucco-pharyngée 
peuvent s’observer. Cet envahissement lymphatique, caractéristique essentielle de 
cette infection, s’accompagne de manifestations générales : fièvre, érythème 
polymorphe ou érythème noueux, arthrite (34), avec un risque de dissémination 
hépatique ou méningée. Les signes biologiques de l’inflammation sont 
habituellement modérés.
- phase tertiaire. En l’absence de traitement, cette phase se caractérise par des 
lésions fibreuses génitales et des troubles du drainage lymphatique (éléphantiasis) 
avec possibilité d’ano-rectite sténosante et proliférante et de fistules recto-vaginales. 
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4.1.2.1.2 Les infections uro-génitales (sérovars D à K)
Chez l’homme, l’infection à C. trachomatis représente la cause principale des 
urétrites non gonococciques (UNG) et post-gonococciques (Tableau 2). La période 
d’incubation est difficile à préciser, elle peut aller de 48 heures à plus de 2 mois (12 à 
16 jours en moyenne) après le contact infectant. Dans la majorité des cas, le tableau 
est celui d’une urétrite subaigüe avec un écoulement peu abondant, séreux, 
spontané ou provoqué à la pression du canal urétral, se limitant parfois à une simple 
goutte matinale. Dans 15 % à 20 % des cas, l’urétrite à C. trachomatis se présente 
comme une urétrite aiguë avec un écoulement abondant, purulent accompagné de 
vives brûlures mictionnelles et quelque fois d’hémorragie. Les formes 
asymptomatiques représentent 10 % à 25 % des cas. Dans l’étude de Janier et al.
sur les aspects cliniques et biologiques des urétrites masculines chez des
consultants d’un dispensaire antivénérien parisien (population à 13 % de 
prévalence), il ressort que dans la majorité des cas (65 %), l’infection à 
C. trachomatis s’accompagne d’un écoulement montrant plus de cinq polynucléaires 
/ champs à l’objectif x 100, critère de l’urétrite biologique habituellement retenu (35).
Cependant, parmi les cas restants (35 %), la moitié ne présente ni écoulement ni 
urétrite biologique. En conséquence, dans les urétrites à C. trachomatis, il faut retenir 
que les critères cliniques et biologiques peuvent être absents. Son corollaire est que 
la recherche de leucocyte estérase dans les urines ne peut pas être un test de 
dépistage des patients infectés.
L’évolution peut se faire spontanément vers la guérison. Des récidives sont 
fréquentes, dues à un traitement mal adapté ou mal suivi ou à l’absence de 
traitement simultané du ou des partenaire(s). Les récidives sont difficiles à 
différencier des réinfections car les urétrites peuvent évoluer pendant des mois sans 
contact infectant et traduisent la latence de l’infection.
Les épididymites constituent un risque d’évolution majeur. L’infection se fait par voie 
ascendante. Les épididymites peuvent compliquer 3 % des cas d’UNG et 
C. trachomatis est retrouvé dans 30 % à 40% des cas d’épididymites survenant chez 
les hommes âgés de moins de 35 ans. Le rôle de C. trachomatis a été évoqué dans
les prostatites, les balanites et le rétrécissement urétral.
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Chez la femme, l’infection réalise le plus souvent une cervicite érythémateuse avec 
une muqueuse friable plus rarement muco-purulente, volontiers latente et 
persistante. L’infection est souvent de découverte fortuite lors d’un bilan 
gynécologique systématique ou à l’occasion d’une consultation motivée par
l’apparition d’une urétrite chez le partenaire. Une leucocyturie amicrobienne isolée 
doit faire évoquer la possibilité d’une infection à C. trachomatis. L’endométrite 
précède ou est associée à la salpingite. Les salpingites constituent la complication 
majeure de la cervicite à C. trachomatis. Il peut s’agir de salpingites aigües, 
subaigües ou chroniques infracliniques. Ces dernières ne sont révélées que par leurs 
conséquences, stérilité, GEU, douleurs pelviennes aiguës et chroniques. La 
cœlioscopie est indispensable à l’affirmation du diagnostic et montre des adhérences 
visqueuses ou des granulations tubaires ainsi que la présence de liquide dans le cul 
de sac de Douglas. Lors de cet examen, des prélèvements in situ sont réalisés pour 
le diagnostic bactériologique. Les signes biologiques de l’inflammation sont 
généralement présents. 
A partir de l’infection utéro-tubaire, C. trachomatis peut gagner la région 
périhépatique et provoquer un syndrome de Fitz-Hugh-Curtis. La périhépatite est 
souvent de découverte fortuite au cours d’une cœlioscopie effectuée lors d’une 
salpingite. La symptomatologie est celle d’une cholécystite aigüe chez une femme 
jeune avec fièvre modérée. Du point de vue biologique, une polynucléose neutrophile 
est retrouvée alors que le bilan hépatique est rarement perturbé. L’échographie 
hépato-vésiculaire est normale. La cœlioscopie est l’examen de choix en montrant 
des adhérences typiques dites en cordes de violon entre la capsule hépatique et le 
parenchyme pariétal ou des plaques fibrineuses.
Il est possible que la grossesse augmente le risque d’infection à C. trachomatis (36).
En effet, l’infection à C. trachomatis est associée à l’ectopie cervicale conditionnée 
par une augmentation d’œstrogène liée en particulier à l’état physiologique de la 
grossesse. D’autre part, l’immunosuppression de la grossesse pourrait permettre une 
meilleure réceptivité à l’infection. Les IgG maternelles produites en réponse à 
l’infection traversent le placenta dès la 5 -6ème semaine de gestation. Cependant plus 
des 2/3 des enfants nés de mères infectées seront infectés ou colonisés ce qui 
montre que l’immunité passive n’est que partiellement protectrice.
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De nombreux auteurs ont étudié le rôle possible de l’infection maternelle à 
C. trachomatis dans le déroulement pathologique de la grossesse. Des complications 
telles que rupture prématurée des membranes, accouchement prématuré, naissance 
de bébés de petits poids, retard de croissance in utero ont été suggérées mais les 
résultats de ces études sont parfois contradictoires. Cependant l’infection récente à 
C. trachomatis prouvée par une culture positive et la présence d’IgM sérique est 
significativement associée à la naissance prématurée de bébés de petits poids.  
4.1.2.1.3 Les infections à localisation extra génitale (sérovars D à K)
Chez l’homme et la femme, C. trachomatis est responsable de conjonctivites isolées 
par auto-inoculation à partir d’un foyer génital (Tableau 2). Il s’agit de conjonctivites à 
inclusions muco-purulentes avec œdème des paupières et possibilité de kérato-
conjonctivite ponctuée. En outre, elles peuvent être associées à une atteinte 
articulaire (localisée principalement au niveau du genou) et à une urétrite chez 
l’homme ou une salpingite chez la femme dans le cadre d’un syndrome de 
Fiessenger-Leroy-Reiter. 
Le nouveau-né s’infecte principalement lors du passage de la filière génitale à partir 
de l’infection cervicale maternelle. Il est communément admis que les CE des 
chlamydiae infectent en premier la conjonctive puis passent à travers le conduit 
lacrymal vers le rhinopharynx puis vers les voies respiratoires basses (36). Parmi les 
nouveau-nés contaminés, plus de 50 % présentent une conjonctivite, environ 20 %
une pneumopathie et les autres restent asymptomatiques. Environ 50 % à 75 % des 
enfants nés de mères infectées seront infectés dans au moins un site anatomique 
incluant la conjonctive, le nasopharynx, le rectum et le vagin. Cette infection peut 
persister très longtemps. Un cas de conjonctivite à C. trachomatis, acquise à la 
naissance, a été rapporté chez un enfant de 6 ans dont la mère avait également une 
infection cervicale qui persistait au moins depuis la naissance de cet enfant. Cette 
acquisition néonatale possible ne doit pas être oubliée dans les investigations autour 
d’un cas de suspicion d’agression sexuelle chez une enfant (37). La présentation 
clinique de la conjonctivite est extrêmement variable. Elle est généralement 
unilatérale, allant de la simple hyperhémie, œdème palpébral avec sécrétions muco-
purulentes à la conjonctivite pseudomembraneuse avec follicules lymphoïdes qui 
persistent pendant des semaines voire des mois en l’absence de traitement. Il n’y a 
pas de cicatrice conjonctivale ni d’atteinte cornéenne et aucune séquelle visuelle. 
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L’infection peut s’étendre à l’oreille (otite moyenne) mais aussi aux poumons. En cas 
de pneumopathie, les enfants présentent une toux persistante, sèche, devenant 
coqueluchoïde, sans fièvre et une discrète altération de l’état général. Il peut 
s’installer une dyspnée de type polypnée avec cyanose et parfois une tachycardie. 
L’évolution vers une forme grave avec apnées nécessitant une ventilation artificielle 
est rare. A long terme il persiste parfois une hyperréactivité bronchique responsable 
d’une toux chronique et de bronchites dyspnéisantes. L’auscultation peut être 
normale ou mettre en évidence des râles crépitants et bronchiques diffus. La 
radiographie montre habituellement des images alvéolo-interstitielles. Des formes 
graves avec nécessité d’une ventilation artificielle ont été signalées. A ce stade des 
IgM peuvent être présentes, ce qui peut très utile au diagnostic. Des formes 
associées à des atteintes virales sont possibles, notamment le cytomégalovirus. Le 
caractère peu spécifique des infections périnatales à C. trachomatis entraîne un 
retard au diagnostic, source de morbidité et d’hospitalisation prolongée. Si la 
conjonctivite est généralement bénigne et ne s’accompagne pas de perte d’acuité 
visuelle, la pneumopathie peut être grave avec détresse respiratoire, hypoxémie et 
apnées. 
4.1.2.2 Epidémiologie
4.1.2.2.1 Epidémiologie de la LGV
La LGV est une IST très répandue dans les régions tropicales d’Asie, d’Afrique et 
d’Amérique du Sud dans sa forme génitale, plus rare dans les pays industrialisés où 
elle atteint essentiellement les homosexuels masculins dans sa forme rectale, les 
prostituées ou les voyageurs de retour de zone d’endémie. L’émergence de cas 
groupés de LGV rectale est observée depuis 2004 chez des homosexuels en France 
et également dans d’autres pays européens (33). Il s’agit d’une épidémie causée par 
le variant L2b comme l’ont montré les travaux de typage moléculaire d’une 
cinquantaine de souches isolées au cours de cette épidémie et aux Etats-Unis ces 
dernières années (38). Caractérisée par de profondes lésions des muqueuses, la 
LGV, en affectant majoritairement des patients homosexuels séropositifs pour le VIH, 
représente un nouveau risque de dissémination du virus dans cette communauté. 
Cette infection fait l’objet d’une surveillance par le Centre National de Référence 
(CNR) des infections à chlamydiae qui dénombre en 2010 1086 cas de LGV au total
en France (http://www.cnrchlamydiae.u-bordeaux2.fr). Les cas restent toujours 
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majoritairement localisés en Ile de France (39). Cette infection est souvent associée 
à d’autres IST bactériennes, comme la syphilis et la gonococcie. 
4.1.2.2.2 Epidémiologie des infections dues aux sérovars D à K
Les infections à C. trachomatis chez l’homme et la femme ont une répartition 
mondiale. L’unique réservoir est humain et la dissémination de l’infection est 
favorisée par le caractère paucisymptomatique de l’infection chez l’homme et 
souvent asymptomatique chez la femme. L’infection à C. trachomatis est la plus 
fréquente des IST bactériennes rapportées en Europe. En 2009, 343 958 cas ont été 
rapportés dans 23 pays de l’union européenne, correspondant à 185 cas/100 000 
habitants, plus fréquemment chez la femme (217 cas/100 000) que chez l’homme 
(152 cas/100 000) (http://www.ecdc.europa.eu). Le coût annuel des infections à 
C. trachomatis et de leurs séquelles est estimé à plus de deux billions de dollars aux 
Etats-Unis.
L’incidence des infections génitales est variable suivant les populations, l’activité 
sexuelle et l’âge. Les facteurs de risque de l’acquisition d’une infection à
C. trachomatis incluent l’âge inférieur à 25 ans chez la femme, 30 ans chez l’homme, 
la multiplicité des partenaires sexuels, un nouveau partenaire, le célibat, la non 
utilisation de préservatifs et l’utilisation de contraceptifs oraux. En France, le réseau
de surveillance des laboratoires « RENACHLA » donne des chiffres de l’ordre de 5 %
de taux de positivité (40). Le taux de prévalence en médecine préventive 
universitaire, en centres de planification et en CDAG/CIDDIST est d’environ 3 %, 7 %
et plus de 10 % respectivement. En France, les résultats de l’enquête Natchla en 
population générale montrent que la prévalence chez les personnes âgées de 18 à 
44 ans est de 1,4 % chez l’homme et de 1,6 % chez la femme. Cette prévalence est 
plus élevée chez les 18-29 ans (hommes : 2,5 % [IC 95 %:1,2-5,0] , femmes : 3,2 %
[IC95 %:2,0 -5,3] ) (41). Le facteur de risque commun à tous les 18-29 ans est le fait 
d’avoir eu récemment un partenaire occasionnel. Les autres facteurs de risque 
identifiés pour les hommes est le fait de résider en Ile de France ou d’avoir eu 
récemment un nouveau partenaire et pour les femmes d’avoir eu plus de deux 
partenaires dans l’année et être non diplômées. Un fait notable est que la prévalence 
chez les femmes âgées de 25 à 29 ans ne diffère pas notablement de celles âgées 
de 18 à 24 ans. De plus, dans le réseau de surveillance Rénachla, 20 % des cas 
sont identifiés chez les femmes entre 25 et 29 ans (40). Or les recommandations de 
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dépistage intéressent les femmes de moins de 25 ans laissant de côté les femmes 
plus âgées. Ces résultats devraient inciter à revoir les recommandations de manière 
à inclure les femmes jusqu’à 30 ans. 
Vu la gravité des complications, des recommandations de dépistage chez les sujets 
asymptomatiques existent dans plusieurs pays. En France, l’Agence Nationale 
d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES) considère qu’un dépistage 
systématique des infections uro-génitales à C. trachomatis est justifié dans les lieux 
de consultation à vocation dépistage, CDAG/CIDDIST, centres de planification et 
centres d’orthogénie (42). L’objectif des programmes de dépistage est de réduire les 
complications de l’infection en identifiant les femmes infectées et en les traitant avant 
l’apparition des complications (prévention secondaire) et/ou en réduisant la 
transmission dans la population afin de diminuer le nombre de nouveaux cas 
(prévention primaire). L’efficacité du dépistage dépend en partie de la durée de 
l’infection au moment du dépistage et du nombre d’infections répétées. Les 
questions de savoir si le risque de complications est plus élevé après des infections 
répétées ou avec une infection persistante et si le traitement précoce empêche le 
développement d’une immunité protectrice restent posées. En effet, dans les pays 
qui ont implémenté des programmes de dépistage dans les années 80, on observe 
depuis le milieu des années 90, une augmentation du nombre de cas. Brunham et al.
ont fait l’hypothèse que le dépistage de l’infection raccourcissant la durée de 
l’infection, diminue la durée de l’immunité et augmente le risque d’infection répétée
(43). Cette question de « l’immunité arrêtée » est débattue d’autant que d’autres 
raisons peuvent expliquer cette augmentation du nombre de cas comme 
l’amélioration des techniques de détection en termes de sensibilité et l’augmentation 
du nombre de dépistage. Le rôle des infections répétées ou d’une infection
persistante dans la survenue des complications n’est pas élucidé. Il est certain que 
les infections répétées sont fréquentes. Une étude récente chez des adolescentes 
montre que les infections répétées sont dans 84,2 % des cas des re-contaminations, 
13,7 % des cas un échec de traitement et 2,2 % des cas une infection persistante 
sans traitement (44). Cela pose les questions du suivi des partenaires, dépistage et 
traitement, et de l’efficacité du traitement recommandé. Une question critique est 
celle de la proportion de femmes infectées qui développent des complications. 
Aucune étude prospective ne permet de savoir combien d’infections ont entrainé une 
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stérilité ou une GEU. Dans l’étude POPI, l’incidence des maladies inflammatoires 
pelviennes ou PID (Pelvic Inflammatory Disease) a été de 1,3 % dans le groupe 
dépisté-traité et 1,9 % dans le groupe contrôle (45). Dans ce dernier groupe, 9,7 %
(7/74) ont présenté une PID contre seulement 1,6 % (1/63) dans le groupe traité. 
Ceci tend à démontrer l’importance du dépistage. Cependant la majorité des PID est 
survenue chez des patientes négatives lors du dépistage (30/38) traduisant une 
incidence élevée d’infections dans l’intervalle séparant le dépistage de l’apparition de 
la PID, d’où l’importance de la répétition des dépistages. Les considérations éthiques 
limitent la durée de ces études. De plus les complications sont jugées sur l’apparition 
de PID, mal définies, et ne prennent pas en compte les complications à distance que 
sont la stérilité et les GEU.
Dans l’infection uro-génitale, les souches de sérovar E sont prédominantes (52 %)
suivies dans un ordre décroissant des souches de sérovar F (17 %), sérovars D et G
(8 %), et sérovars H, J et K (3 % à 4 %). Cette répartition est semblable dans toutes 
les études publiées. Il n’y a pas de différence de sérovar entre les souches isolées 
chez les hommes et chez les femmes, ni entre les souches isolées d’infections 
basses ou hautes chez la femme. Dans les ano-rectites à souches non L, la 
répartition des sérovars est différente. Les sérovars D (35,2 %), G (29,5 %) et J 
(17,3 %) sont les plus fréquents alors que le sérovar E ne représente que 10,3 % des 
cas (39).
4.1.2.3 Pouvoir pathogène expérimental de C. trachomatis biovar trachoma
L’homme est l’hôte naturel et exclusif de C. trachomatis. Cependant des infections 
expérimentales ont pu être établies chez la souris, le cochon d’inde et les primates
(46). Le modèle souris utilisant la souche C. muridarum a largement été utilisé. 
C. muridarum établit une infection en 7 à 10 jours à partir d’un inoculum faible (100 
UFI, unités formant inclusions) et atteint la sphère génitale en cinq à six semaines 
après un seul épisode d’infection. Le modèle souris ressemble à l’infection humaine 
et a permis d’explorer la réponse immune en utilisant des souris immunodéficientes 
montrant en particulier le rôle de l’INF!. Chez la souris infectée par C. trachomatis,
l’infection est éradiquée rapidement et est limitée à la sphère génitale basse. Les 
macaques sont naturellement sensibles à C. trachomatis qui peut être cultivé à partir 
du col jusqu’à 15 semaines après l’infection primaire. Des infections répétées 
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peuvent donner une salpingite similaire à celle observée chez la femme. Quel que 
soit le modèle animal, il est clair que les cellules T sont importantes dans 
l’éradication des bactéries et que l’IFN! joue un rôle central dans l’infection primaire. 
Cependant les différences majeures entre les modèles animaux et l’homme 
concernent la cinétique et la durée de l’infection ainsi que le développement des 
complications. 
4.2 C. pneumoniae
4.2.1 Manifestations cliniques
4.2.1.1 Infections respiratoires
C. pneumoniae est responsable d’infections respiratoires hautes (sinusites, 
pharyngites aiguës ou chroniques) et basses (bronchites aiguës ou subaiguës, 
pneumopathies). La période d’incubation est de plusieurs semaines, plus longue que 
pour la plupart des autres pathogènes respiratoires. Ceci a été démontré par des 
études sérologiques intrafamiliales montrant un intervalle de trois semaines de 
séroconversion entre deux sujets contacts. L’infection débute généralement par une 
pharyngite avant d’évoluer en bronchite et/ou pneumopathie mais le tableau clinique 
reste le plus souvent asymptomatique ou paucisymptomatique. Aucun symptôme 
n’est caractéristique de l’infection à C. pneumoniae. La fièvre peut être 
accompagnée de céphalées et de confusion mais ceci est limité aux premiers jours. 
La toux généralement non productive, à moins d’une surinfection bronchique, est 
quasi constante et persistante. Les signes radiologiques sont généralement mineurs 
(image alvéolaire ou alvéolo-interstitielle localisée) mais peuvent montrer des images 
de pneumopathie bilatérale extensive quelquefois accompagnées d’un épanchement 
pleural. Le nombre de leucocytes est généralement normal alors que la CRP est 
élevée. Chez le sujet immunodéprimé, la personne âgée et l’adulte, spécialement 
chez le bronchitique chronique, C. pneumoniae peut donner une infection sévère 
voire fatale. Dans la plupart des cas, la sévérité de l’infection tient au risque de 
surinfection, en particulier par Streptococcus pneumoniae.
4.2.1.2 Asthme
Plusieurs études ont montré une association entre l’infection à C. pneumoniae et 
l’exacerbation de l’asthme chez l’enfant et l’adulte (47, 48). Cependant d’autres 
études plus récentes ne montrent pas de différence significative entre la prévalence 
47
de l’infection à C. pneumoniae chez des patients asthmatiques en exacerbation et 
celle observée chez des patients contrôles en état stable ou des contrôles sains (49-
51). Ces résultats contradictoires sont probablement liés aux difficultés diagnostiques 
de l’infection à C. pneumoniae. Les méthodes de sérodiagnostic ne sont pas 
standardisées et les critères d’infection aiguë ou chronique ne sont pas uniformisés. 
Quant aux méthodes de détection par amplification génique, les résultats inter-
laboratoire sont peu reproductibles. D’autre part, il est difficile de différencier une 
colonisation d’une infection. 
4.2.1.3 Maladie coronarienne
Les mécanismes de l’athérosclérose sont encore débattus. La théorie dominante 
considère la plaque comme un foyer inflammatoire chronique. L’approche 
inflammatoire revient à poser la question de l’agresseur. L’hypothèse infectieuse fait 
intervenir un microbe capable de participer à la genèse, d’entretenir et d’aggraver 
l’inflammation. Les microbes candidats doivent être dotés de caractéristiques 
microbiologiques expliquant l’histoire naturelle de la maladie : - une large distribution 
dans la population, - un tropisme artériel, - une aptitude à persister dans les cellules 
de la plaque pendant des années (latence) et à se réactiver périodiquement 
(récurrence). Parmi les candidats potentiels, on trouve les bactéries intracellulaires et 
les virus. Pour apporter les preuves de causalité, on se réfère aux postulats de Koch 
modifiés qui s’appuient sur un faisceau d’arguments microbiologiques et anatomo-
pathologiques (détecter le microbe), séro-épidémiologiques (détecter une réponse 
immunitaire chez les malades plus souvent que chez les contrôles), expérimentaux 
(reproduire les phénomènes sur des modèles animaux et cellulaires) et 
thérapeutiques. C’est en 1988 que l’équipe de Saikku et al. a mis en évidence une 
association entre C. pneumoniae et l’infarctus du myocarde par une étude 
sérologique. De nombreuses autres études sérologiques ont suivi et leur analyse 
plaide en faveur d’une relation entre infection à C. pneumoniae et maladie 
athéromateuse coronarienne. C. pneumoniae a été détecté dans les lésions 
athéromateuses coronariennes par PCR, immunofluorescence directe et/ou 
microscopie électronique dans plus d’une trentaine d’études. L’isolement de 
C. pneumoniae est exceptionnel et quelques études rapportent des cultures positives 
à partir d’artères coronaires (52, 53). Bien que d’autres micro-organismes comme 
Helicobacter pylori ou des virus comme l’herpes simplex virus (HSV) ou le 
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cytomegalovirus aient également été associés aux maladies cardiovasculaires, 
C. pneumoniae était toujours plus fréquemment rencontré que les autres micro-
organismes. 
Les modèles cellulaires apportent les arguments les plus convaincants. 
C. pneumoniae est capable de se multiplier dans les trois types cellulaires présents 
dans la lésion, les macrophages humains, les cellules endothéliales et les cellules 
musculaires lisses. Dans des expériences de co-culture, les monocytes-
macrophages peuvent transmettre l’infection à d’autres cellules comme les cellules 
musculaires lisses et les cellules endothéliales (54). Les macrophages infectés 
voient leur pouvoir d’adhésion aux cellules endothéliales augmenter. En se 
multipliant dans les cellules endothéliales, C. pneumoniae induit des transformations 
comme l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion et la production de 
facteurs de croissance pouvant stimuler la prolifération cellulaire notamment des 
cellules musculaires lisses dans l’intima (55). Toutes ces cellules infectées entraînent 
l’activation d’une réponse inflammatoire avec productions de cytokines, interleukines, 
et interféron. Les macrophages infectés se transforment en cellules spumeuses en 
présence de LDL. Le LPS de C. pneumoniae est capable d’entraîner l’accumulation 
de LDL et les protéines de stress Chsp60 peuvent oxyder les LDL, le LDL oxydé 
étant considéré comme l’antigène marqueur de la lésion (56).
Dans le modèle expérimental de la souris infectée par inoculation intranasale, 
C. pneumoniae a été détecté par culture et PCR dans les cellules mononucléées 
sanguines démontrant le passage systémique de la bactérie via les monocytes. Les 
études sur des modèles expérimentaux souris et lapin indiquent que l’infection à 
C. pneumoniae peut induire des dommages inflammatoires semblables à ceux 
observés dans l’athérome et accélère l’évolution des lésions athéromateuses. Un 
traitement antibiotique adapté était capable de prévenir et guérir les animaux 
athéromateux infectés expérimentalement. Devant ces résultats prometteurs, des 
essais thérapeutiques de grande envergure ont été entrepris chez l’homme à base 
de macrolides ou de fluoroquinolones mais ils n’ont pas permis de confirmer ou 
d’infirmer l’hypothèse qu’un traitement antibiotique aurait un effet favorable sur le 
risque cardiovasculaire en éliminant l’agent pathogène (57, 58). Les résultats 
négatifs de ces études ne permettent pas d’exclure totalement l’hypothèse 
49
infectieuse. Il est possible que les modalités de traitement, doses, rythme et durée ne 
soient pas efficaces d’autant plus que C. pneumoniae, en se multipliant dans les 
monocytes, semble insensible aux antibiotiques (59). La conclusion est que dans 
l’état actuel des connaissances, les antibiotiques ne semblent pas avoir leur place 
dans le traitement de la maladie coronarienne. Il est probable que C. pneumoniae
joue un rôle, reste à savoir lequel (60).
4.2.2 Epidémiologie
Le seul réservoir de C. pneumoniae biovar TWAR est humain et la transmission se 
fait de personne à personne par aérosols par les sujets infectés mais aussi par les
porteurs asymptomatiques. C. pneumoniae est un des agents infectieux les plus 
répandus dans le monde avec cependant une prévalence plus élevée dans les pays 
en voie de développement que dans les pays industrialisés. La séroprévalence dans 
la population est de 40 % à 50 % dans l’hémisphère nord et 60 % à 70 % dans les 
contrées tropicales. Le pic de séroconversion se situe chez l’adolescent entre 5 et 14 
ans et la séroprévalence continue d’augmenter chez l’adulte pour atteindre 75 %
chez les personnes âgées. Ce taux de prévalence est important en dépit du fait que 
la primo-infection induit une réponse immunitaire pendant un temps limité (3 à 5 
ans), ce qui suggère que la plupart des gens sont réinfectés tout au long de leur vie. 
Dans toutes les sociétés, la prévalence chez l’homme excède celle de la femme 
d’environ 25 % chez l’adulte, alors qu’elle est approximativement égale entre les 
deux sexes chez l’enfant. L’infection parmi les enfants de moins de 5 ans, 
inhabituelle aux Etats-Unis, est plus commune et plus sévère dans les pays 
tropicaux. Les infections à C. pneumoniae apparaissent tous les ans mais avec des 
variations cycliques de l’incidence. Au Danemark, 2-3 ans de haute incidence sont 
typiquement suivi de 3-4 ans de basse incidence. Il n’y a pas de périodicité 
saisonnière. C. pneumoniae représenterait jusqu’à 10 % des pneumopathies 
communautaires. L’incidence des infections respiratoires basses d’origine 
communautaire dues à C. pneumoniae et M. pneumoniae a été chiffrée à 6,3 % dans 
les bronchites aiguës et 10 % dans les pneumopathies au cours d’une étude 
française incluant 2336 patients présentant une bronchite aiguë et 871 patients 
présentant une pneumopathie (61).
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4.2.3 Pouvoir pathogène expérimental
Parmi les trois animaux évalués, souris, lapin et singe, la souris est l’animal le plus 
sensible aussi bien à l’inoculation par voie intranasale qu’intraveineuse, sous-
cutanée ou intracérébrale. L’infection pulmonaire induite par inoculation intranasale 
est de longue durée. Les organismes peuvent être isolés pendant 40 jours et la 
pathologie persiste pendant plus de 60 jours à la différence de la pneumopathie 
induite par C. trachomatis qui ne dure que 14 jours. Il s’agit d’une pneumopathie 
interstitielle avec des infiltrats à polynucléaires puis à monocytes. L’examen 
ultrastructural révèle des inclusions dans les cellules épithéliales ciliées bronchiques 
et les macrophages interstitiels. Une caractéristique de la pneumopathie à 
C. pneumoniae est l’accumulation de cellules lymphoïdes dans les zones 
périvasculaires et péribronchiques qui apparaissent dés le 11ème jour et persistent 
durant les 60 jours de l’infection primaire.
4.3 C. psittaci
4.3.1 Manifestations cliniques
Chez l’oiseau, C. psittaci est responsable de manifestations cliniques variées
(digestive avec diarrhée profuse, respiratoire) ou inapparentes. Chez les 
mammifères, les manifestations sont également diverses, avortements et infections 
génitales, conjonctivites, pneumopathies, encéphalomyélites, arthrites et entérites. 
Chez l’homme, la maladie débute brutalement après 1 à 2 semaines d’incubation et 
peut aller d’une forme pseudogrippale à une pneumopathie sévère voire mortelle. La 
fièvre est souvent présente, accompagnée d’une toux sèche non productive. 
L’examen radiologique montre une infiltration localisée ou diffuse. Les manifestations 
extra-respiratoires ne sont pas rares. Il s’agit de manifestations neurologiques 
(troubles de la conscience, méningites lymphocytaires aigües, 
méningoencéphalites...), cardiaques (endocardite, myocardite, péricardite), 
hépatiques, rénales, hématologiques, musculaires, cutanéo-muqueuses, oculaires et
ganglionnaires. L’homme peut se contaminer auprès des oiseaux malades ou 
porteurs sains par contact direct ou par inhalation de poussières contaminées. Dans 
les professions les plus exposées (éleveurs d’oiseaux ou de volailles, personnels 
d’abattoir de volailles, magasins d’oiseaux, vétérinaires), les risques de transmission 
existent lors d’activités favorisant le contact avec les poussières ou des aérosols 
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contaminés par les fientes. L’exposition peut persister plusieurs mois en l’absence de 
mesures spécifiques. Les taux d’attaque lors des épidémies en milieu professionnel 
varient de 10 % à 45 %, selon les activités professionnelles, la virulence des souches 
de C. psittaci et vraisemblablement la sensibilité des professionnels. La 
contamination lors de la manipulation en laboratoire de prélèvements infectés par 
C. psittaci est également possible.
4.3.2 Epidémiologie
C. psittaci a été détecté à ce jour chez plus de 450 espèces d’oiseaux domestiques 
et sauvages à travers le monde. Si chez les psittacidés, la chlamydiose est le plus 
souvent symptomatique, elle est presque toujours inapparente chez les volailles. Les 
oiseaux infectés, qu’ils soient malades ou non, excrètent via leurs déjections un 
grand nombre de bactéries dans l’environnement. Aucune transmission alimentaire 
ni interhumaine n’a été rapportée. Depuis février 2006, la "chlamydiose aviaire ou 
ornithose-psittacose" est une maladie à déclaration obligatoire pour toutes les 
espèces d’oiseaux. Cependant cette maladie reste peu déclarée bien que cela 
n'entraine aucune mesure de police sanitaire.
La psittacose est une maladie professionnelle indemnisable. Les cas professionnels 
de psittacose sont peu nombreux : 16 salariés agricoles ont fait l’objet d’une 
reconnaissance de maladie professionnelle par la Mutualité Sociale Agricole (MSA) 
entre 1990 et 1999 et 39 salariés par le régime général entre 1989 et 2001. En 2000, 
une enquête de la MSA auprès des professionnels de la filière avicole des régions de 
Bretagne et des Pays de la Loire arrêtés pour une symptomatologie et un traitement 
compatibles avec la psittacose, a mis en évidence une séroprévalence vis-à-vis de 
C. psittaci de 44 % dans la population étudiée. La séroprévalence était 
significativement plus élevée chez les femmes que chez les hommes, en particulier 
celles en contact avec des canards et celles travaillant uniquement en couvoir. Chez 
les hommes, la séroprévalence était plus élevée parmi ceux travaillant au ramassage 
des volailles.
Plusieurs épisodes de cas groupés ont fait l’objet d’investigations dans des 
abattoirs : en 1990, 18 cas en Maine-et-Loire, en 1997, 15 cas dans le Morbihan, en 
1998, 6 cas dans le même abattoir de canards du Maine-et-Loire qu’en 1990, en 
2005, 7 cas en Mayenne. En 2006, 6 cas groupés ont été identifiés chez des 
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éleveurs, inséminateurs ou gaveurs de canards dans les Deux-Sèvres, la Vendée et 
la Vienne. Pour la période 2002 à 2008, 207 cas hospitalisés avec un diagnostic 
principal, relié ou associé de psittacose ont été recensés dans le Programme 
Médicalisé des Systèmes d'Information (PMSI) des établissements de soins soit une 
médiane de 28 cas par an. Le sexe ratio (H/F) était de 1,6. L'incidence annuelle des 
cas hospitalisés était faible, inférieure à un pour un million d'habitants, incidence 
augmentant progressivement avec l'âge, en particulier chez les hommes. Une 
augmentation du nombre de cas durant les mois de septembre et octobre a été 
constatée. Les cas étaient le plus souvent domiciliés dans l'Ouest et le Sud-Ouest de 
la France avec une incidence départementale entre 0,09 et 6,41 pour un million 
d'habitants, les départements les plus touchés étant le Maine et Loire, les Landes et 
le Lot.
Le CNR réalise une surveillance passive et non exhaustive, basée sur les demandes 
de confirmation de diagnostic reçues (environ une centaine de demandes par an). 
De 2005 à 2010, le CNR a identifié 135 cas de psittacose (60 cas certains, 49 
probables et 26 possibles).
Devant l’absence de données d’incidence de la psittacose en France, le peu de 
données actuellement disponibles chez l’animal, la gravité potentielle de la maladie 
chez l’homme et la persistance d’épisodes épidémiques dans divers contextes 
professionnels avicoles, une étude descriptive et prospective de la psittacose a ainsi 
été mise en place en 2008 et 2009 dans 16 départements de cinq régions du Sud-
ouest et de l’Ouest de la France. Les principaux objectifs étaient d’estimer l’incidence 
des cas de psittacose humaine hospitalisés, de repérer les cas groupés, de décrire 
les expositions des cas et d’étudier la faisabilité d'un système de surveillance de la 
psittacose (http://www.invs.sante.fr/surveillance/psittacose/index.htm).
Par définition, un cas suspect était un malade de 15 ans ou plus, résidant dans les 
départements de l'étude, hospitalisé au cours de la période d'étude dans un 
établissement participant à l'étude, présentant une symptomatologie respiratoire 
évocatrice de psittacose et décrivant, le mois précédant la survenue des symptômes, 
une exposition directe à des oiseaux, à leurs fientes ou à leurs plumes, quelle que 
soit l’espèce, dans un cadre professionnel ou non. 
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Les cas suspects ont été classés en cas possible (titre " 64 sans IgM ou soit un lien 
épidémiologique), cas probable (présence d’IgM ou titre IgG !" 128) ou cas certain
Le Laboratoire National de Référence (LNR) de la chlamydiose aviaire, situé au 
Laboratoire de recherches et d’études en pathologie animale et zoonoses de 
l’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire Alimentaire de l’Environnement et du 
Travail (ANSES) effectue des investigations pour déterminer les sources de 
contamination sur le terrain. Si quasiment toutes les espèces aviaires sont 
susceptibles d’être infectées, les sources significatives de contamination pour 
l’homme sont, en France, les psittacidés, les canards et les pigeons. Les différentes 
études conduites sur les pigeons parisiens montrent que l’infection à C. psittaci est 
bien présente parmi cette population, tout comme dans les autres capitales 
européennes.
(PCR positive ou séroconversion ou augmentation de quatre fois le titre des IgG). 
Durant la période de l'étude, 115 cas suspects ont été signalés, 54 (47 %) ont été 
classés en psittacose dont 29 en psittacose confirmée, 8 en psittacose probable et 
17 en psittacose possible. Parmi les 115 cas suspects, 86 (75 %) étaient des 
hommes et la médiane des âges était de 50 ans (entre 17 et 81 ans). Les cas de 
psittacose confirmée et probable étaient plus souvent hospitalisés en réanimation 
que les autres cas. Les signes cliniques les plus fréquents étaient la fièvre (94 %) et 
une pneumopathie (88 %). Une détresse respiratoire était signalée pour 24 % des 
cas suspects. Les autres signes cliniques signalés pouvaient être regroupés en 
signes généraux (altération de l'état général, asthénie, anorexie, céphalée, 
courbatures), signes digestifs (nausées, vomissements, diarrhées, douleurs 
abdominales), acouphènes ou vertiges, éruption cutanée. 
La particularité française semble se trouver au niveau des canards mulards destinés 
à la production de foie gras. Les études montrent que le portage de C. psittaci dans 
cette filière est très fréquent. 
Suite aux investigations conduites autour des cas groupés en milieux professionnels 
et amateurs, des recommandations ont été proposées au niveau individuel 
(information, protection par le port de masque, de gants, de blouse de travail,
hygiène des mains...) et collectif (campagne de sensibilisations des professionnels 
de santé, investigations vétérinaires, aménagement des locaux...).
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5. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’INFECTION A CHLAMYDIAE
5. 1 Réalité clinique de l’infection persistante
La persistance a été établie dans une variété de systèmes cellulaires mais reste à 
démontrer in vivo. Des preuves indirectes montrent que les conditions de réalisation 
de la persistance existent in vivo et peuvent contribuer à l’immunopathogénicité de la 
maladie oculaire et génitale. Chez l’homme, l’infection se caractérise cliniquement 
par son caractère le plus souvent asymptomatique mais d’évolution chronique
conduisant à de graves séquelles et par l’alternance de périodes symptomatiques et 
asymptomatiques. Le déterminisme de la réactivation du cycle n’est pas connu. 
Dans les zones d’endémie de trachome, les étapes primaires de la maladie sont 
caractérisées par des symptômes cliniques plus ou moins importants chez des 
individus jeunes, chez qui l’infection active est diagnostiquée par l’isolement de la 
bactérie en culture cellulaire. Les individus plus âgés qui sont exposés à des 
infections répétées développent des complications cicatricielles avec fibrose de la 
cornée et cécité alors que C. trachomatis est rarement isolé des tissus atteints. La 
cicatrisation progressive de la maladie avec une infection cliniquement inapparente 
et non productive (culture négative) indique que ces individus portent des formes 
anormales de chlamydiae dans leur tissu. La présence de ces formes quiescentes 
est suggérée par le fait que des individus qui ont quitté les zones d’endémie et qui 
n’ont pas développé d’infection depuis l’enfance, développent un trachome aigu des 
années plus tard. Une preuve de la présence continue de C. trachomatis dans ces 
formes « culture négative » vient de la mise en évidence d’ARN dans les 
écouvillonnages oculaires aussi bien chez les trachomateux que dans les modèles 
expérimentaux. Etant donné la labilité de l’ARN, sa présence dans les tissus indique 
que C. trachomatis peut exister sous une forme viable mais non cultivable. D’autres 
études utilisant l’hybridation in situ ont permis de visualiser l’ADN chlamydien dans 
des tissus oculaires, dans les trompes de femmes stériles ou même des valves 
cardiaques (62). La longue persistance de chlamydiae viables dans les infections
chroniques est confirmée par la démonstration de la présence d’ADN et d’ARN de 
chlamydiae dans les articulations de patients atteints d’arthrite réactive ou 
d’oligoarthrites indifférenciées et la présence de C. pneumoniae dans les artères 
coronaires de patients atteints de pathologie cardiaque. 
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Les chlamydiae infectent les cellules épithéliales des muqueuses. Cependant, il est 
peu probable que ce soit le site de l’infection persistante étant donné le turn-over 
naturel de ces cellules. Récemment, il a été montré que C. trachomatis peut résider 
dans les tissus sous-épithéliaux permettant la persistance pendant une longue 
période. La question est de savoir si cette infection persistante joue un rôle dans 
l’immunopathogénicité de la maladie.
Cette notion de persistance a des conséquences sur le diagnostic et le traitement. Le 
diagnostic doit se faire par des techniques capables de mettre en évidence la 
bactérie sous ses trois formes (CE, CR et CA) dans les tissus infectés. La culture et 
les tests antigéniques peuvent être faussement négatifs et seules les techniques 
détectant les acides nucléiques en sont capables. Concernant le traitement, il est 
certain qu’un traitement précoce des infections a plus de chance de réussite que le 
traitement pendant la phase chronique. Diverses raisons peuvent faire suspecter que 
les CA ne répondent pas aussi bien aux antibiotiques que les CE et les CR. Les CA 
contiennent des taux réduits de MOMP, et en l’absence de MOMP, les antibiotiques 
qui sont des molécules hydrophiles, sont mal transportés à l’intérieur de la bactérie. 
D’autre part, la persistance est une réponse au stress et ces réponses sont connues 
pour induire des résistances aux antibiotiques chez d’autres bactéries. 
5.2 La réponse immune à chlamydiae
L’immunité contre l’infection à C. trachomatis confère une protection partielle et de 
courte durée contre les réinfections (63). Une immunité protectrice, durable et
naturelle peut apparaître après de multiples infections. En effet, l’incidence des 
infections à C. trachomatis diminue chez les individus ayant des antécédents d’IST, 
les femmes plus âgées sont moins infectées que les plus jeunes tout en ayant un 
nombre de rapports sexuels équivalent et les femmes VIH+ immunodéprimées ont 
un risque d’infection plus élevé. Mais paradoxalement, ces infections répétées sont 
responsables de complications redoutables. Une revue récente rassemble les 
données sur la réponse immunitaire dans l’infection génitale et permet de mieux 
comprendre les enjeux de la vaccination et du contrôle des réactions 
immunopathogènes (63).
En première ligne de défense, les cytokines secrétées par les cellules infectées 
limitent la propagation de l’infection, notamment l’IL-8 qui stimule fortement le 
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chimiotactisme des polynucléaires capables de tuer les bactéries. Les cellules NK et 
les cellules dendritiques jouent également un rôle important dans l’élimination des 
cellules infectées et l’établissement d’une réponse de type Th1. 
Chez la femme, la muqueuse génitale présente des caractéristiques particulières. On 
ne trouve pas de cellules M ou de tissus lymphoïdes organisés comme dans les 
autres muqueuses. La composition cellulaire de la muqueuse change avec les cycles 
hormonaux. Les cellules épithéliales cylindriques jouent un rôle essentiel dans 
l’initiation de la réponse immunitaire. L’infection est localisée aux cellules épithéliales 
cylindriques à l’exception des sérovars L. En effet, les sérovars L peuvent sortir par 
la face basolatérale des cellules et diffuser dans le système lymphatique alors que 
les autres sérovars ne sortent que par la face apicale des cellules. 
L’infection de la cellule hôte par le CE n’est pas suivie immédiatement de production 
de cytokines. Il est possible que la petite taille (300 nm) comparée aux autres 
bactéries invasives soit un facteur permettant à la bactérie d’entrer sans stimuler la 
production de cytokines pro-inflammatoires. D’autres mécanismes pourraient 
intervenir comme le LPS, mais il est 100 fois moins inducteur que les autres LPS 
bactériens. C. trachomatis peut donc entrer dans la cellule sans induire une forte 
réaction inflammatoire jusqu’à la fin de son développement. En revanche, la lyse de 
la cellule s’accompagne alors de la production de cytokines. 
En deuxième ligne, interviennent les lymphocytes T CD4 et CD8. L’amplitude de la 
réaction lymphoproliférative en réponse aux antigènes chlamydiens semble croître 
avec l’âge ce qui expliquerait la relation inverse entre l’âge et la sensibilité à 
l’infection. Le rôle de chacune des réponses Th1 ou Th2 n’est pas clairement défini.
La plupart des études suggère que la réponse Th1 est primordiale dans la résolution 
de l’infection à chlamydiae et jouerait un rôle protecteur alors que la réponse Th2 
serait néfaste. L’activité anti-chlamydiae des lymphocytes est associée à la
production de taux élevé d’IFN!. L’IFN! entraîne une déplétion en tryptophane et 
stimule la production de NO bactéricide et l’activation des macrophages locaux. 
Paradoxalement, la réponse Th1 serait impliquée dans l’immunité protectrice mais 
contribuerait également à l’installation d’un cycle de multiplication altéré à l’origine 
des dommages tissulaires (64). Au cours de ce cycle, les Chsp60 produites par la 
bactérie contribueraient à l’installation, d’une part, d’une réponse de type Th2 dont le 
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profil de cytokines est associé à la fibrose et d’autre part, d’une réponse auto-
immune en raison des parentés antigéniques entre les hsp60 chlamydiennes et 
humaines (65).
En troisième ligne, les lymphocytes B participent par la production d’anticorps 
neutralisants. Mais le rôle de ces anticorps est difficile à prouver. Même si 
l’éradication de la primo-infection coïncide avec l’apparition des anticorps dans le 
tractus génital, il semble que l’immunité cellulaire joue le premier rôle. Ceci a été 
démontré chez des souris déplétées en récepteurs de l’INF! chez lesquelles la 
résolution de l’infection est retardée malgré des taux élevés d’anticorps (66). Les 
anticorps joueraient un rôle dans la réinfection par des mécanismes de neutralisation 
de l’entrée de C. trachomatis dans la cellule hôte, d’opsonisation et de cytotoxicité 
(67).
Le terrain génétique de la personne infectée semble jouer un rôle important. C’est 
ainsi que chez l’homme, il est admis que les complications à type d’arthrites 
réactionnelles observées dans le syndrome de Fiessinger-Leroy-Reiter surviennent 
préférentiellement chez les sujets possédant l’antigène HLA-B27. Récemment, des 
auteurs se sont intéressés au polymorphisme des récepteurs cellulaires de 
reconnaissance des pathogènes (TLR9, TLR4, CD14 et CARD15/NOD2) (68, 69). A 
ce polymorphisme seraient liés non pas une plus grande sensibilité à l’infection mais 
une plus grande sévérité de l’infection et un risque de complication tubaire. Il y aurait 
donc une prédisposition génétique à la survenue d’infections compliquées. 
L’identification de ce polymorphisme génétique permettrait une meilleure prise en 
charge des patients considérés prédisposés à faire des infections compliquées (70).
5.3 Mécanismes immunopathologiques de l’infection à chlamydiae
Au site de l’infection, l’inflammation est caractérisée par une rougeur, un œdème et 
un écoulement purulent. L’infiltrat cellulaire contient des polynucléaires et des 
lymphocytes. Dans les stades tardifs, des follicules lymphoïdes se développent 
contenant en leur centre des cellules B et des macrophages et des cellules T en 
périphérie. La réaction inflammatoire est suivie d’une prolifération cellulaire et d’un 
phénomène cicatriciel. Ce sont les conséquences de la cicatrisation qui amènent les 
dommages cornéens et l’occlusion tubaire. Ce concept a été appelé « le paradoxe 
immunitaire » (71) et est décrit comme une réaction de HSR ou de type auto-immun 
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(72). Pour conclure à un processus auto-immun, il faut montrer 1) que des épitopes
des chlamydiae sont reconnus par des anticorps ou des cellules T reconnaissant 
également des épitopes humains 2) que ces épitopes humains peuvent déclencher 
le processus infectieux en l’absence de chlamydiae. L’antigène proposé a été l’hsp60 
sachant que les protéines de stress chlamydiennes et humaines présentent plus de 
50 % d’homologie. Dans les cellules infectées par C. trachomatis et traitées par 
l’IFN!, le taux d’hsp60 augmente considérablement alors que la quantité de MOMP 
diminue. Des taux élevés d’anticorps anti-Chsp60 ont été trouvés chez des individus 
ayant des infections sévères aussi bien génitales (stérilité tubaire, GEU) qu’oculaires 
(trachome cécitant) mais ces résultats sont insuffisants pour donner à la Chsp60 le 
rôle d’antigène médiateur de mécanisme immunopathogène (73). Bien qu’une 
réponse auto-immune soit possible dans certaines circonstances, les résultats 
expérimentaux n’apportent pas de preuves sur le rôle de l’auto-immunité dans la 
pathogénie de l’infection. 
Si le processus relève de l’HSR, une réponse spécifique de type Th1 et une réponse 
anamnestique devraient être retrouvées. Or chez les patients atteints de trachome 
cicatriciel, il a été montré que le profil de cytokines est celui de la réponse Th2. Dans 
les cas d’arthrites réactives, le profil est de type Th2, alors qu’il est de type Th1 dans 
l’arthrite rhumatoïde, maladie auto-immune. Dans les études expérimentales chez la 
souris, les réponses de type Th1 sont suivies de guérison alors que les profils Th2 
sont associés à la persistance. Ces résultats ne permettent pas d’affirmer que le 
mécanisme de pathogénicité des chlamydiae soit lié à une réaction d’HSR. Etant 
donné le manque de preuves pour établir ces deux hypothèses, auto-immunité et 
HSR, l’hypothèse actuelle fait intervenir l’activité inflammatoire des cellules 
épithéliales infectées comme promotrices de la persistance. La persistance est liée à 
un échec de la résolution. Les dommages observés pourraient résulter soit d’une 
réponse Th1 insuffisante soit de facteurs interférents avec la réponse Th1.
Les cellules infectées non immunes jouent un rôle central dans le processus 
pathogène. Elles provoquent un afflux de polynucléaires, de cellules T et B et de
macrophages qui sont activés par les cytokines pro-inflammatoires de manière non 
spécifique. Lors d’une réinfection, ces cellules produisent leur propre répertoire de 
cytokines et de facteurs de croissance. Ce sont les cytokines de la cellule hôte 
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infectée qui induisent une réponse inflammatoire, une prolifération cellulaire, un 
remodelage tissulaire et un processus de cicatrisation qui, s’il persiste, devient 
délétère. Donc bien que la réponse des cellules immunitaires joue certainement un 
rôle important, il est secondaire à celui des cellules non immunitaires infectées.
6. DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE
6.1 Diagnostic direct
6.1.1 Prélèvements
Quel que soit l'infection et le type de technique de détection utilisé, il est 
indispensable de recueillir des cellules par grattage des muqueuses. C. pneumoniae
est l’organisme le plus fragile et il est sensible aux variations de température. Très 
vite inactivé à température ambiante, il ne peut être maintenu à + 4°C que pendant 1 
à 4 heures avant d’être congelé à - 70°C. Il est également très sensible à la 
congélation-décongélation, et des pH bas (< 5) ou hauts (> 8) et des concentrations 
en NaCl inférieures à 80 mM sont néfastes à sa viabilité. C. trachomatis est moins 
sensible et les prélèvements peuvent être conservés à + 4°C pendant 24 à 48 heures 
avant d’être analysés. C. psittaci est très stable puisqu’il peut même persister dans 
les poussières contaminées pendant des mois sans perdre sa vitalité.
Les milieux de transport et les conditions de transport du prélèvement sont adaptés à 
la technique de détection utilisée. Seule la culture exige des conditions strictes de 
transport, délai et température de manière à ne pas affecter la viabilité de la bactérie. 
Pour l’isolement de la bactérie en culture, le milieu le plus utilisé est le milieu 
saccharose-phosphate SP (0,02 M de phosphate de potassium et 0,2 M de 
saccharose) additionné ou non de 5 % de sérum de veau fœtal. Il existe des milieux 
de transport commercialisés (UTM, M4RT, …). Pour C. pneumoniae, le milieu SPG 
contenant de l’acide glutamique est plus performant. Il est possible d’y rajouter des 
antibiotiques tels que la vancomycine et un aminoside ainsi qu’un antifongique 
comme l’amphotéricine B. Pour les techniques ne faisant pas appel à la culture, le 
milieu de transport utilisé est celui recommandé par le fabricant. Pour des études 
cytologiques, le frottis est séché à l’air puis fixé à l’acétone ou au méthanol.
Pour les prélèvements effectués à l’écouvillon, la qualité de celui-ci est importante à 
respecter aussi bien pour les techniques ne faisant pas appel à la culture que pour 
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l’isolement sur culture cellulaire. D’une manière générale, il faut éliminer les 
écouvillons ayant une tige en bois. De nombreux types d’écouvillons peuvent être 
utilisés, comme ceux à l’alginate, au dacron, les écouvillons « flockés », les 
bactopicks et les cytobrush. 
Chez la femme, C. trachomatis est responsable de cervicites, d'endométrites, voire 
de salpingites. Il s'agira donc le plus souvent d'écouvillonnages de l'endocol mais 
également de biopsies d’endomètre ou des trompes et de liquide recueilli dans le cul 
de sac de Douglas lors d’un examen par cœlioscopie. Dans le cadre du dépistage de 
l’infection, l’auto-écouvillonnage vulvo-vaginal est le prélèvement de choix, meilleur 
que le premier jet d’urine (74, 75).
Chez l'homme, le prélèvement recommandé est un écouvillonnage de l'urètre par 
introduction de l’écouvillon dans l’urètre à 3-4 cm. Grâce aux performances des 
techniques de biologie moléculaire, l'urine du premier jet le remplace 
avantageusement. 
Pour les deux sexes et chez le nouveau-né, en cas de conjonctivite, un prélèvement 
obtenu par grattage de la conjonctive inférieure sera nécessaire après avoir éliminé 
les exsudats purulents à l’aide d’un tampon stérile. En cas de trachome, il s’agira 
d’un grattage de la conjonctive supérieure. Devant une pneumopathie du nouveau-
né, le prélèvement consistera en un prélèvement pharyngé ou une aspiration 
endotrachéale. 
Dans le cas de la LGV, le chancre indolore est souvent méconnu et la maladie se 
présente souvent au stade de l'adénite inguinale volontiers suppurée. Le 
prélèvement consistera en une ponction du ganglion. En cas de suspicion de LGV 
rectale, des biopsies prélevées lors de la rectoscopie ou un écouvillonnage anal sous 
anuscope sont recommandés. 
Les échantillons utilisés pour la recherche de C. pneumoniae et C. psittaci sont 
généralement des écouvillons pharyngés. Pour C. psittaci, des prélèvements plus 
profonds peuvent être utilisés comme un lavage broncho-alvéolaire.
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6.1.2 Isolement de la bactérie
6.1.2.1 Hygiène et sécurité
C. trachomatis et C. pneumoniae ne sont pas considérés comme des pathogènes 
particulièrement dangereux à manipuler dans un laboratoire mais de rares infections
à C. trachomatis à type de conjonctivites ont pu être observées à la suite de 
manipulation. Par contre, C. psittaci doit être considéré comme un pathogène 
potentiellement dangereux qui a occasionné de véritables infections acquises au 
laboratoire. Ces infections résultent usuellement de contamination par aérosols mais 
la stabilité de l’organisme dans l’environnement est un problème à ne pas négliger. 
La culture de C. psittaci exige l’utilisation d’un laboratoire de haute protection de type 
P3. Cet organisme est classé parmi les agents du bioterrorisme. 
6.1.2.2 Culture cellulaire
Pour C. trachomatis, deux lignées sont préférentiellement utilisées, les cellules 
McCoy, hybridome de cellules de souris et d’une synoviale humaine et les cellules 
HeLa 229 issues d’un carcinome du col utérin. C. pneumoniae ne pousse pas bien 
sur ces lignées et les cellules les plus sensibles à l’infection par C. pneumoniae sont 
les cellules HL et Hep-2. Pour C. psittaci, les cellules McCoy ou BGMK peuvent être 
utilisées. La sensibilité de la culture a considérablement augmenté, d’une part par 
l’étape de centrifugation qui a supplanté toutes les étapes de prétraitement des 
cellules, d’autre part par l’étape de blocage de la multiplication cellulaire par la 
cycloheximide et enfin par l’utilisation d’anticorps monoclonaux fluorescents pour la 
révélation des inclusions (Figure 3). Le support de la culture peut être des lamelles 
déposées en petites bouteilles individuelles ou des microplaques qui permettent la 
manipulation d’un grand nombre d’échantillons en même temps. L’identification des 
inclusions en culture cellulaire se fait par l’utilisation d’anticorps monoclonaux 
spécifiques de l’espèce C. trachomatis ou C. pneumoniae ou du genre Chlamydia qui
sont à l’heure actuelle commercialisés.
La culture cellulaire reste la méthode de référence avec une spécificité de 100 %
mais une sensibilité extrêmement variable d'un laboratoire à l'autre en raison de 
l'impossibilité de standardiser toutes ces étapes. Des facteurs affectant le résultat de
la culture cellulaire peuvent être individualisés à toutes les étapes : le prélèvement 
(qualité de l'écouvillon, du milieu de transport, conditions du transport du 
Figure 3. Inclusions de C. trachomatis en culture cellulaire, colorées par un anticorps 
monoclonal anti-MOMP fluorescent (grossissement x 400, B. de Barbeyrac).
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prélèvement et de sa conservation), les modalités d'utilisation de la culture cellulaire 
(choix de la lignée, préparation des cellules, quantité de prélèvement ensemencée,
vitesse et température de centrifugation) et la révélation des inclusions. De plus, pour 
augmenter les chances de succès de la culture, certains préconisent des passages 
multiples, notamment pour C. pneumoniae, particulièrement fastidieux. Pour 
C. trachomatis et C. psittaci, un passage à l’aveugle semble suffisant, alors que pour 
C. pneumoniae, cinq passages sont recommandés.
La sensibilité est dans les meilleurs cas de 80 % à 90 % mais elle peut descendre à 
50 %. Il faut noter également que certains prélèvements se révèlent inadéquats pour 
la culture comme les spermes, les urines et souvent les liquides de ponction.
6.1.2.3 Œufs embryonnés
Bien que peu utilisée pour l’isolement des chlamydiae à partir des prélèvements, 
sauf pour C. psittaci, la technique de culture sur œufs de poule embryonnés reste la 
méthode de choix pour fabriquer de l’antigène en grande quantité pour le test de 
détection des anticorps par micro-immunofluorescence.
6.1.3 Tests de détection des antigènes
Parmi les tests de détection des antigènes, on distingue le test direct sur frottis et les 
tests ELISA et apparentés. La spécificité de ces tests dépend de la nature 
monoclonale ou polyclonale des anticorps utilisés et des antigènes vers lesquels ils 
sont dirigés, MOMP (spécificité d'espèce) et/ou LPS (spécificité de genre).
Le test direct consiste à étaler directement sur une lame le produit prélevé par 
écouvillonnage. La lame est ensuite colorée par des anticorps fluorescents qui 
révèlent des CE extracellulaires, exceptionnellement des inclusions, sur un tapis de 
cellules épithéliales, témoin de la qualité du prélèvement. L'inconvénient majeur est 
la subjectivité de la lecture. La sensibilité du test dépendra du seuil retenu, 10, 5 ou 1 
CE par frottis et de l'expérience de l'examinateur. 
A la différence du test direct, l'automatisation de la lecture de la plupart des tests 
ELISA et apparentés permet un résultat objectif. Les inconvénients majeurs de ces 
tests sont leur manque de sensibilité et parfois leur manque de spécificité. Un test de 
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confirmation devrait être systématiquement pratiqué. Ces tests sont retirés depuis 
septembre 2011 de la nomenclature des actes de biologie médicale en France.
6.1.4 Tests de détection des acides nucléiques
Les premières techniques de biologie moléculaire appliquées à la détection de 
C. trachomatis ont été les techniques d'hybridation moléculaire, puis les techniques 
d'amplification se sont développées. Ces dernières, extrêmement sensibles, pallient 
aux insuffisances de la culture en cas de mauvais transport, d'antibiothérapie 
intercurrente ou de prélèvements cytotoxiques. Toutes ces techniques d’amplification 
ont une excellente spécificité ce qui les autorise, à la différence des autres 
techniques, exceptée la culture, à être utilisées dans les échantillons plurimicrobiens 
comme le rectum, le vagin et le pharynx. Les échantillons prélevés en milieu de 
transport spécifique peuvent être conservés à + 4°C, voire à température ambiante 
pendant moins d'une semaine. Pour un délai supérieur, ils doivent être maintenus à -
20°C. 
Un système commercialisé par Gen-Probe (San-Diego, CA, USA) utilise le principe 
de l'hybridation en milieu liquide pour le diagnostic direct de C. trachomatis. Il s'agit 
de la sonde Pace 2, Direct Probe Assay. La sonde est complémentaire des ARNr, 
cible naturellement amplifiée dans la bactérie et elle est marquée par un ester 
d'acridinium. La sensibilité de la sonde Pace 2 varie de 60 % à 95 % selon les 
auteurs et la méthode de référence utilisée, culture ou PCR. Ce test n'apporte pas un 
gain de sensibilité par rapport à la culture et a été également retiré de la 
nomenclature des actes de biologie médicale. 
La recherche de C. trachomatis a été la première à bénéficier de l’apport de la 
biologie moléculaire « de routine » en microbiologie. Depuis l’utilisation de ces tests 
d’amplification, le nombre d’échantillons positifs a augmenté de 30 % à 50 %. La 
sensibilité est supérieure à 95 % ce qui permet leur utilisation dans des échantillons 
pauci-microbiens comme l’urine ou l’auto-prélèvement vaginal et dans des 
populations asymptomatiques. Cependant, on observe des variations de sensibilité 
suivant les populations étudiées et les échantillons testés. Les plus grandes 
variations sont observées pour les urines qui posent des problèmes de 
standardisation de l’échantillon, de conservation et de transport. De nombreux 
64
systèmes ont été développés et sont disponibles sur le marché français. Les 
techniques diffèrent par leur principe (PCR (polymerase chain reaction), TMA 
(transcription mediated amplification) ou SDA (strand displacement amplification)),
leur cible d’hybridation (ADN plasmidique et/ou chromosomique, ARN ribosomique)
et leur technicité (manuelle ou automatisée). En 2006, une souche délétée sur son 
plasmide a été identifiée en Suède, non détectable par les méthodes habituellement 
utilisées en Europe. Du fait de son absence de détection, une chute de prévalence 
de 20 % à 64 % suivant les régions a été observée en Suède (76). L’information a 
été communiquée à tous les pays européens de manière à évaluer la dissémination 
de ce nouveau variant suédois appelé nvCT. En France métropolitaine, durant la 
période allant de juin 2006 au premier semestre 2009, sur près de 4500 échantillons 
positifs à C. trachomatis analysés, seuls trois échantillons contenant le nvCT ont été 
identifiés par une méthode mise au point au CNR (77). La première souche française 
a été isolée à Bordeaux (78). Ces données et celles des autres pays européens 
confirment que cette souche ne s’est pas propagée en Europe, sans qu’aucune 
hypothèse n’ait été émise sur ce phénomène. Depuis les trousses de détection 
commercialisées se sont adaptées et toutes détectent le variant suédois.
Parmi les outils disponibles, on distingue les automates fermés associant extraction 
et amplification, capables de tester des échantillons à des cadences élevées (2500 à 
5000 par jour) et des tests plus unitaires basés sur l’utilisation de trousses mettant à 
disposition des amorces et des sondes adaptables sur des appareils de PCR 
ouverts. Des essais comparatifs entre les différents automates, Abbott m2000, Gen-
Probe AC2, BD ProbeTec Viper, Roche 4800 montrent un taux de concordance 
global supérieur à 99 %. Ils présentent tous l’avantage de détecter simultanément 
C. trachomatis et N. gonorrhoeae. La société BioRad vient de commercialiser un 
système de PCR triplex, C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium présentant 
d’excellentes performances. L’avenir est à la détection multiplex associant les 
principaux agents bactériens responsables d’IST, C. trachomatis, N. gonorrhoeae et 
M. genitalium, mais également parasitaire, Trichomonas vaginalis, et viraux comme 
l’HSV.
Pour C. pneumoniae, amorces et sondes sont désormais commercialisées et 
utilisables sur des appareils de PCR en temps réel ouverts. Un résultat de PCR 
positif à C. pneumoniae doit être interprété avec prudence et confronté aux données 
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cliniques et biologiques et notamment sérologiques, étant donné la possibilité de 
portage asymptomatique et la persistance de la bactérie.
Pour C. psittaci, il n’existe aucune trousse commercialisée et seuls les laboratoires 
ayant mis au point leur technique sont capables de faire le diagnostic direct de 
psittacose, en particulier le laboratoire du CNR (79).
6.1.5 Identification
L’identification des sérotypes de C. trachomatis présente un intérêt épidémiologique
et thérapeutique dans le cadre du diagnostic de la LGV. Au niveau individuel,
l’identification des sérotypes permet de différencier les recontaminations des 
rechutes dans la mesure où les deux souches isolées n’ont pas le même sérotype. 
Le sérotypage est classiquement réalisé grâce à des anticorps monoclonaux 
reconnaissant des épitopes portés par la MOMP et nécessite la culture de la bactérie 
(80). Les premières techniques de typage de moléculaire de C. trachomatis ont été 
développées à partir du gène omp1 codant la protéine MOMP. Ce génotypage 
permet la classification en génovars correspondant aux sérovars. Il s’agit de 
techniques de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), d’analyse 
du polymorphisme de mutation ponctuelle ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 
par séquençage du gène omp1, de PCR en temps réel, d’hybridation inverse ou de 
puces à ADN (80). Ces techniques sont applicables directement à partir des 
échantillons cliniques et permettent de mettre en évidence des infections mixtes. La
présence de mutations au sein du gène omp1 a été mise en évidence par DGGE 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) et PCR-RFLP. L’identification des 
mutations a été réalisée par séquençage du gène omp1, permettant de définir de 
variants au sein d’un génovar. D’autres cibles, comme les gènes codant les 
protéines Pmp ou les ARNr 16S et 23S ont été développées (80).
Des méthodes de typage ciblant tout ou une partie du génome ont été développées. 
Certaines, comme l’électrophorèse en champs pulsé (PFGE), la RAPD (Random 
amplification of polymorphic DNA) ou l’AFLP (amplified-fragment lenght 
polymorphism) sont des techniques fastidieuses ou posant des problèmes de 
reproductibilité et de discrimination (80). D’autres, comme la Multi-Locus Sequence 
Typing (MLST) (80, 81) et l’étude de répétitions de mononucléotides au sein de trois 
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loci (82) ont montré un niveau de résolution élevé pour des études épidémiologiques 
de C. trachomatis et permettent un typage intra-génovar (83). Grâce à ces 
techniques, il a été démontré que l’épidémie actuelle de LGV due au génovariant 
L2b, ainsi que l’épidémie suédoise en 2006 due au nvCT suédois était chacune 
d’origine clonale (38, 82). Récemment, face à ces épidémies, des techniques de 
PCR en temps réel et d’HRM (High Resolution Melting) ont permis respectivement 
de détecter spécifiquement les souches de génovar L et les souches nvCT (77, 84).
Le gène omp1 a été également un des marqueurs moléculaires les plus utilisés pour 
le typage de C. psittaci, avec le développement de techniques de PCR-RFLP, de 
SNP (85), de microarray (86) et de PCR en temps réel couplée à une analyse HRM 
(87). Ces méthodes ont permis l’identification des sept génotypes au sein de cette 
espèce. Des études épidémiologiques ont été réalisées grâce à l’application de 
techniques plus résolutives comme la MLVA (MultiLocus Variable Number Tandem 
Repeat Analysis) et la MLST (88, 89).
C. pneumoniae est une espèce génétiquement très homogène. Le séquençage du 
gène omp1 de souches humaines isolées de plaques d’athérome a permis de 
différencier les isolats les uns des autres et d’identifier une infection mixte chez un 
patient (9).
6.1.6 Sensibilité aux antibiotiques
6.1.6.1 Sensibilité naturelle
Etant donné le cycle de développement particulier des chlamydiae, les antibiotiques 
susceptibles d’avoir une activité doivent pénétrer plusieurs membranes, celle de la 
cellule hôte, celle de la vacuole et celle de la bactérie. Peu d’antibiotiques sont 
naturellement actifs sur ces bactéries. Il s’agit essentiellement des tétracyclines, 
macrolides et apparentés, rifampicine et fluoroquinolones. Les chlamydiae 
présentent une résistance naturelle aux aminosides, à la vancomycine, aux 
quinolones de première génération, au métronidazole et à la colimycine. Bien que 
possédant des PLP alors qu’elles sont dépourvues de PG, les pénicillines sont 
moyennement actives et les céphalosporines n’ont aucune activité. C. pneumoniae
et C. psittaci sont résistants aux sulfamides à la différence de C. trachomatis. Seul
C. trachomatis est capable de synthétiser l’acide folique et cette synthèse est vitale 
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pour la bactérie alors que C. pneumoniae et C. psittaci ne peuvent pas synthétiser 
des folates mais ont acquis la capacité d’utiliser ceux de l’hôte.
Parmi les antibiotiques potentiellement actifs, dans l’ordre d’activité in vitro
décroissant, citons d’abord la rifampicine avec les concentrations minimales 
inhibitrices (CMI) les plus basses (0,005-0,2 mg/l), puis les tétracyclines, notamment 
la minocycline (0,001-0,2 mg/l) et la doxycycline (0,03-0,2 mg/l), l’érythromycine et 
l’azithromycine (0,05-0,1 mg/l), la moxifloxacine (0,02-0,05 mg/l) (90), la 
ciprofloxacine et l’ofloxacine (0,5-4 mg/l), le chloramphénicol (1-4 mg/l). L’activité de 
ces antibiotiques sur C. pneumoniae et C. trachomatis est comparable.
6.1.6.2 Méthodes d’études de l’activité des antibiotiques
L’étude de la sensibilité des souches isolées ne se fait pas en routine étant donné la 
lourdeur des techniques. L’étude se fait sur culture cellulaire. Le manque de 
standardisation des protocoles explique les différences de résultats observées entre 
les études. Les différences se situent dans la nature des cellules utilisées, le support 
(tubes ou plaques), la taille de l’inoculum bactérien (de 102 à 107 UFI), les conditions 
de température, le temps d’incubation, la vitesse de centrifugation et l’intervalle de 
temps entre le moment de l’infection et l’ajout de l’antibiotique (91). Enfin, la 
subjectivité de la lecture constitue un facteur de variabilité important dans la 
détermination de la CMI définie comme la dernière dilution inhibant la formation de 
toute inclusion. En effet, pour des concentrations proches de la CMI, une réduction 
importante de la taille et de la fluorescence des inclusions de chlamydiae est 
observée. Il est parfois difficile de différencier une inclusion microscope d’un reste 
d’inoculum. Aussi, la CMI a été redéfinie comme la concentration d’antibiotique 
correspondant à la dilution suivant celle pour laquelle 90 % ou plus des inclusions 
sont altérées en taille et morphologie (92). Une lecture plus objective en cytométrie 
en flux a été mise au point (93). Par cette technique, l’activité des antibiotiques est 
évaluée par le calcul de la concentration inhibitrice 50 % ou CI50, qui provoque une 
diminution de 50 % de l’intensité de fluorescence comparée au témoin de cellules 
infectées cultivées sans antibiotiques qui représente le 100 %. Ces valeurs 
présentent l’avantage d’être reproductibles et indépendantes de la gamme de 
concentrations testées et de la taille de l’inoculum. Les techniques de biologie 
moléculaire ont été développées pour des bactéries de croissance difficile. Elles 
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consistent à mesurer l’inhibition de la croissance bactérienne par quantification soit 
de l’ADN soit des transcrits ARN par PCR en temps réel. Par cette technique, on 
observe que les antibiotiques n’ont qu’une activité bactériostatique  sur 
C. trachomatis (94).
6.1.6.3 Résistance acquise in vivo
Peu de publications ont rapporté l’isolement de souches cliniques résistantes. En 
1990, le cas de cinq patients infectés par des souches résistantes à la tétracycline et 
à l’érythromycine mais sensibles à l’ofloxacine était rapporté. Cette résistance n’était 
démontrée qu’avec un fort inoculum et moins de 1 % de la population bactérienne 
montrait un haut niveau de résistance. De plus, ces phénotypes résistants n’étaient 
pas viables ou perdaient leur résistance par passage sur milieu sans antibiotique. 
Depuis, d’autres publications ont rapporté ce phénomène sans qu’aucun mécanisme 
moléculaire n’ait été élucidé. La résistance hétérotypique paraît être un phénomène 
complexe. Plutôt qu’une résistance vraie, il pourrait s’agir de l’induction d’un 
phénotype persistant réfractaire à de nombreux antibiotiques. Des altérations 
membranaires affectant la pénétration des antibiotiques pourraient être en cause 
(30).
Récemment six souches cliniques de C. trachomatis isolées de quatre patients 
présentant une résistance croisée à l’érythromycine, à l’azithromycine et à la 
josamycine ont été décrites (95). Ces souches présentaient des mutations dans les 
gènes codant l’ARNr 23S et la protéine L22. Par contre, pour trois souches cliniques 
de C. pneumoniae isolées après traitement par azithromycine et qui présentaient une 
augmentation de la CMI (x 4), aucune modification génétique n’a pu être mise en
évidence (96).
Des souches de C. suis isolées d’infections respiratoires et conjonctivales chez le 
porc, hautement résistantes à la tétracycline (CMI de 5 à 10 mg/l) et/ou à la 
sulfadiazine (croissance en présence de 20 mg/l) ont été décrites (97). Le 
mécanisme de résistance à la tétracycline a été récemment élucidé par la mise en 
évidence d’un gène de résistance tet(C) (98). La présence d’îlots génomiques 
portant le gène tet(C) est la première démonstration d’une acquisition horizontale 
d'information génétique dans cette famille de bactérie. 
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6.1.6.4 Résistance in vitro
Si peu de publications font état d’acquisition de résistance sous traitement, la 
sélection de souches résistantes en présence d’antibiotiques in vitro a été décrite, 
notamment avec la rifampicine, les sulfamides, le triméthoprime et les 
fluoroquinolones. Pour la rifampicine, des mutations dans le gène rpoB ont été 
identifiées chez les variants de C. trachomatis ayant un haut niveau de résistance 
(99). Comme pour les autres espèces bactériennes, est observée une corrélation 
entre le niveau de résistance et la position des mutations, en particulier la mutation 
His526 "Tyr (numérotation de E. coli). Récemment, Suchland et al. ont sélectionné 
des mutants de C. trachomatis hautement résistants à la rifampicine (CMI > 512 
mg/l) qui restaient sensibles à la rifalazil (CMI = 0,064 mg/l), une nouvelle 
ansamycine (100). Pour C. pneumoniae, la sélection de mutants semble plus difficile. 
Kutlin et al. ont décrit la sélection de mutants de C. pneumoniae souche TW-183 à 
bas niveau de résistance à la rifampicine (CMI = 0,25 mg/l) et à la rifalazil (CMI = 
0,016 mg/l) après 12 passages alors qu’aucun mutant n’a pu être sélectionné pour la 
souche CWL-029 (101). La rifalazil apparaît donc être une molécule très intéressante 
pour le traitement des infections à chlamydiae pour sa grande activité (CMI = 
0,00025 mg/l), ses qualités pharmacocinétiques (forte concentration intracellulaire, 
longue demi-vie) et sa plus faible propension à sélectionner des mutants résistants. 
Les sulfamides sont actifs sur C. trachomatis (écart de CMI du sulfaméthoxazole de 
0,5 à 4 mg/l) à la différence de C. pneumoniae. Normalement, C. trachomatis 
synthétise les bases puriques et pyrimidiques nécessaires à la synthèse de l’ADN à 
partir de précurseurs ribonucléotidiques fournis par la cellule-hôte. Les sulfamides 
sont actifs sur C. trachomatis en bloquant la biosynthèse de dTTP. Par passages 
successifs de la souche de référence L2 sur des concentrations croissantes de 
trimethoprime et sulphisoxazole, Wang et al. ont réussi à sélectionner des mutants 
hautement résistants à ces molécules et incapables de synthétiser le dTTP de novo
(102). La résistance serait due à la capacité des mutants à utiliser la thymidine et 
l’activité thymidine kinase de la cellule hôte et donc de court-circuiter l’action des 
sulfamides.
Concernant les fluoroquinolones, des sélections in vitro ont été réalisées pour les
deux espèces C. trachomatis et C. pneumoniae et des mutants à haut niveau de 
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résistance de C. trachomatis ont été obtenus après quatre passages sur ofloxacine 
et sparfloxacine (103). Chez ces mutants, une seule mutation ponctuelle conduisant 
à une substitution Ser83#Ile a été identifiée dans la QRDR (Quinolone resistance 
Determining Regions) du gène gyrA de la sous-unité de l’ADN gyrase. Cette 
mutation déjà décrite dans d’autres genres bactériens, serait responsable de la 
résistance aux fluoroquinolones. Ces résultats suggèrent que les deux quinolones 
utilisées ciblent en priorité l’ADN gyrase chez cette espèce. Ces souches 
présentaient une résistance croisée aux cinq fluoroquinolones étudiées alors 
qu’aucune élévation de CMI n’a été observée pour des antibiotiques appartenant à 
des familles différentes (doxycycline, érythromycine). La mutation G#T identifiée 
conduit à la création d’un site de coupure pour l’endonucléase Tsp509I détectable 
par analyse du profil de PCR-RFLP de la QRDR du gène gyrA. Par cette méthode 
simple, il est possible d’analyser des souches cliniques. Toutefois, cette technique ne 
détecte que cette mutation ponctuelle.
Pour C. pneumoniae, la sélection de mutants est beaucoup plus difficile. Morrissey et 
al. ont essayé de sélectionner des variants de la souche respiratoire IOL-207 sur 
moxifloxacine et ofloxacine sans succès après 30 passages et n’ont pu maintenir 
viables les variants résistants sur sparfloxacine (104). Très récemment, après 40 
passages sur moxifloxacine, Rupp et al. ont sélectionné un variant viable d’une 
souche de C. pneumoniae d’origine vasculaire, avec une CMI 256 fois supérieure à 
celle de la souche parentale (105). Une seule mutation ponctuelle Ser83#Asn a été 
identifiée.
6.2 Diagnostic indirect
Il consiste en la mise en évidence des anticorps circulants. Au cours d’une infection à 
chlamydiae, la réponse anticorps est complexe et fait intervenir des anticorps de 
genre, d’espèces et de sérovars. Certaines techniques permettront la détection 
d’anticorps de genre, comme la fixation du complément et d’autres permettront la 
détection des anticorps d’espèces, comme l’immunofluorescence indirecte et 
certains tests immunoenzymatiques.
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6.2.1 Techniques
6.2.1.1 Fixation du complément
Les antigènes sont préparés à partir de souches de C. psittaci ou C. trachomatis
cultivées sur œufs et chauffées à 50°C. Cette technique permet la mise en évidence 
d’anticorps spécifique de genre. Sa sensibilité n’est pas suffisante pour détecter les 
anticorps dans une infection génitale non compliquée mais elle est acceptable dans 
le diagnostic de la LGV ou de l’ornithose. Cette technique est abandonnée à l’heure 
actuelle.
6.2.1.2 Immunofluorescence indirecte
La technique de micro-immunofluorescence telle qu’elle est décrite par Wang et 
Grayston en 1974 utilise des suspensions de CE et CR obtenues après culture sur
œufs. Les antigènes sont déposés à la plume en trois microgouttes correspondants 
aux trois espèces, une souche de C. psittaci, une de C. pneumoniae et 18 sérovars 
de C. trachomatis. La révélation du complexe antigène-anticorps se fait à l’aide d’une 
anti-globuline humaine marquée à la fluorescéine, dirigée contre toutes les classes 
d’immunoglobulines humaines ou spécifiquement contre les IgG, IgA ou IgM. Cette 
technique constitue la méthode de référence et permet un sérodiagnostic d’espèce 
mais elle n’est pas commercialisée. Les techniques commercialisées utilisent des 
préparations d’antigènes cultivés sur cellules. La qualité du résultat en termes de 
spécificité et son interprétation dépendra du degré de purification de l’antigène et de 
la souche utilisée.
6.2.1.3 Tests immunoenzymatiques
Les techniques immunoenzymatiques utilisent comme antigène pour C. trachomatis
soit des peptides spécifiques de MOMP, soit une fraction de LPS sous forme 
recombinante et pour C. pneumoniae un broyat de bactéries d’une espèce donnée 
fixé sur les puits d’une microplaque. Ces techniques ont l’avantage d’être rapides, 
automatisées et de lecture objective. Cependant l’appréciation quantitative n’est pas 
bien codifiée.
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6.2.2 Interprétation
D’une manière générale, la recherche d’anticorps anti-chlamydiae n’a pas la valeur 
diagnostique de la mise en évidence de la bactérie pour deux raisons principales. 
D’une part, en raison des communautés antigéniques existant entre les trois espèces 
susceptibles d’être rencontrées chez l’homme, il est souvent difficile de préciser 
l’espèce en cause. Seule l’utilisation de techniques à trois antigènes permet un 
sérodiagnostic d’espèce dans la mesure où les taux d’anticorps spécifiques d’espèce 
sont significativement différents. D’autre part, en raison de la persistance des 
anticorps des mois voire des années après l’infection, il est souvent difficile de 
distinguer une cicatrice sérologique d’une réelle infection en évolution. 
6.2.2.1 Infections à C. trachomatis
Dans les infections génitales basses ainsi que dans le trachome, le sérodiagnostic 
n’a aucun intérêt car l’infection restant superficielle, le taux d’anticorps est faible. Par 
contre dans les infections profondes à C. trachomatis, le sérodiagnostic prend tout 
son intérêt étant donné l’accessibilité difficile du site infectieux. Un taux élevé d’IgG 
ou d’Ig totale ($ 1/64) est significatif d’une infection passée ou en cours. La mise en 
évidence d’une séroconversion, ce qui est extrêmement rare, ou d’une augmentation 
significative d’anticorps (au moins quatre dilutions) entre deux sérums prélevés à 15 
jours d’intervalle permet le diagnostic d’infection en évolution. Si le titre reste en 
plateau, certains préconisent la recherche d’IgM dont l’intérêt n’a été démontré que 
dans les pneumopathies du nouveau-né, ou d’IgA en raison de leur demi-vie courte. 
Sur ce point, les opinions divergent d’autant que la détection d’IgA dépend beaucoup 
de la technique utilisée (106). L’étude des profils sérologiques des personnes dont 
l’infection est documentée par PCR montre que l’absence d’IgA sérique n’est pas un 
marqueur de guérison et la présence d’IgA n’est pas un marqueur d’infection 
récente. Après une infection à C. trachomatis, les anticorps persistent à un taux 
élevé pendant plusieurs mois et la sérologie ne permet pas de surveiller l’évolution 
de la maladie. Récemment, a été proposée la recherche d’anticorps anti-Chsp60. 
Des études ont montré une corrélation significative entre la présence d’anticorps 
anti-Chsp60 et une infection pelvienne ou une obstruction tubaire (107, 108). La
présence d’anticorps dirigés contre les Chsp60 pourrait être un marqueur de 
passage à la chronicité et serait donc utile à la prise en charge thérapeutique. 
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Le sérodiagnostic doit être limité à certaines circonstances cliniques comme les 
infections hautes ou disséminées à type d’arthrites, les ulcérations génitales ou 
rectales évoquant une LGV et lors d’un bilan d’hypofertilité du couple (109).
6.2.2.2 Infections à C. pneumoniae et C. psittaci
En ce qui concerne la détection des anticorps anti-C. pneumoniae, le seuil retenu 
d’infection probable est # 1/512, mais sans certitude quant au caractère évolutif de la 
maladie. Le sérodiagnostic d’une infection à C. pneumoniae est d’autant plus difficile 
à faire que la séroprévalence est élevée dans la population générale. Presque 75 %
des personnes testées ont des taux d’anticorps anti C. pneumoniae compris entre 
1/16 et 1/256 et des réactions croisées avec C. trachomatis sont mises en évidence 
dans presque 50 % des cas.
La psittacose s’accompagne souvent de titres élevés d’anticorps (> 1/256) mais 
des réactions croisées avec les deux autres antigènes gênent souvent
l’interprétation. Cependant une augmentation significative du taux d’anticorps anti-
C. psittaci est caractéristique. Un cas suspect est un cas présentant un tableau 
clinique compatible avec une psittacose et une exposition à des oiseaux. Un cas est 
confirmé si la recherche directe (culture ou PCR) est positive ou si une 
séroconversion ou une augmentation significative du titre des anticorps (x 4) sur 
deux échantillons prélevés à deux semaines d’intervalle en présence ou non d’IgM 
(!"#$%"&'(")*'&+,-&."/0"12'"&'("3+)*2*4&"'5" 4&"(5(+&"6720(51)+3'"89:"&'("!"#;<")="'754"
est < 128 avec des IgM. Un cas est possible s’il est lié épidémiologiquement à un cas 
confirmé avec un titre d’IgG < 128 sans IgM.
7. TRAITEMENT
7.1 Infections uro-génitales à C. trachomatis
Étant donné les possibilités de transmission sexuelle et de dissémination de 
l’infection aux voies génitales hautes, il est important de traiter spécifiquement 
l’infection à C. trachomatis.
Suivant les recommandations françaises (110) et européennes (111) , le traitement 
de première intention des infections uro-génitales non compliquées fait appel à 
l’azithromycine à la dose de 1g per os en une seule prise ou à la doxycycline 100 mg 
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per os deux fois par jour pendant sept jours. L’azithromycine en dose unique, de par 
sa grande pénétration tissulaire, ses taux sériques bas et sa longue durée de vie, 
constitue l’antibiotique de choix en générant moins d’effets indésirables que la 
doxycycline et en assurant une meilleure observance. Les alternatives 
thérapeutiques reposent sur l’érythromycine base (500 mg, deux fois par jour 
pendant sept jours) ou l’éthylsuccinate d’érythromycine (800 mg, quatre fois par jour 
pendant sept jours) ou l’ofloxacine (300 mg, deux fois par jour pendant sept jours). 
Il est indispensable de traiter parallèlement le(s) partenaire(s) et de conseiller d’avoir 
des relations sexuelles protégées pendant le traitement. Il est impératif de réaliser la 
recherche d’IST associées et de revoir le patient au septième jour (ou plus tôt en cas 
d’échec thérapeutique). Il n’y pas de recommandations particulières pour les patients 
infectés par le VIH.
Les infections génitales compliquées se traitent plus longtemps que les infections 
basses, pendant 14 à 21 jours. Une association d’antibiotiques, amoxicille/acide-
clavulanique et cyclines ou ofloxacine (Conférence de consensus, 1993), est 
systématiquement prescrite dans les salpingites de façon à couvrir les infections 
polymicrobiennes. La LGV se traite par doxycycline à 100 mg deux fois par jour 
pendant 21 jours. Chez les homosexuels, les proctites doivent être traitées par 
doxycycline (100 mg deux fois par jour pendant sept jours) et ceftriaxone (500 mg 
IM) en attendant les résultats du laboratoire. Si l’ano-rectite à C. trachomatis est 
confirmée, le traitement par doxycycline est maintenu à sept jours. Et si le 
sérotypage identifie une souche de sérovar L, le traitement est poursuivie 21 jours ou 
aussi longtemps que les symptômes d’ano-rectite persistent (112). Un cas d’échec 
thérapeutique à la doxycycline a été récemment décrit chez un patient souffrant de
LGV rectale (113). La guérison a été obtenue après un traitement à la moxifloxacine 
400 mg/j pendant 10 jours.
La description d’échecs de traitement dans 10 % à 15 % des cas et la possibilité de 
sélection in vitro de mutants résistants doit inciter à la vigilance. Deux types de 
contrôles sont préconisés, le contrôle post-traitement à 5 semaines de la fin de celui-
ci et le contrôle de la recontamination éventuelle à 3 ou 6 mois (114).
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Dans les épididymites, les mêmes molécules, doxycycline ou minocycline (200 mg 
par jour), érythromycine (2 g par jour) ou ofloxacine (400 mg par jour) sont 
recommandées pendant une durée de 20 jours, ou 10 jours selon le CDC.
En cas de pneumopathies à C. trachomatis chez le nouveau-né, l’érythromycine est 
l’antibiotique de choix à la dose de 40 mg/kg/j, ou le sulfisoxazole (150 mg/kg/j)
préconisé aux Etats-Unis. Le traitement des conjonctivites associe un traitement 
local (collyre ou pommade à l’érythromycine, aux cyclines ou à la rifampicine) et un 
traitement général à base de tétracyclines ou de macrolides pour une durée de sept
à 14 jours.
7.2 Trachome
Le traitement de masse dans les pays en voie de développement comprend 
l’application de topiques oculaires (pommade à l’érythromycine ou aux cyclines) cinq 
à 10 jours par mois pendant six mois. Dans les formes sévères, on associe au 
traitement local un traitement par voie générale (cyclines) pour une durée de trois 
semaines. L’azithromycine (20 mg/kg) a été proposé en dose unique. Un traitement 
chirurgical permet de corriger l’entropion trichiasis.
7.3 Infections respiratoires à C. pneumoniae et C. psittaci
In vitro, érythromycine et cyclines sont actives et constituent les traitements 
recommandés en première intention. L’expérience clinique montre que l’infection 
peut persister après un traitement antibiotique. Un durée prolongée (14 jours) et une 
posologie importante sont nécessaires : tétracycline 500 mg quatre fois par jour, ou 
doxycycline 100 mg deux fois par jour, ou érythromycine 500 mg quatre fois par jour. 
En cas de récidives, une deuxième cure d’antibiotique est indiquée. Les nouveaux 
macrolides apparaissent aussi efficaces et mieux tolérés (roxithromycine, 
clarithromycine, azithromycine, dirithromycine). La roxithromycine présente 
l’avantage d’être plus active que l’érythromycine et de donner des concentrations 
pulmonaires et intra-macrophagiques identiques à celles de l’érythromycine mais à 
des doses moindres. L’azithromycine autoriserait un raccourcissement de la durée 
du traitement. Les fluoroquinolones (ofloxacine, moxifloxacine) apparaissent actives 
in vitro. Classiquement, le traitement de l’ornithose-psittacose repose sur les cyclines 
ou l’érythromycine pendant 14 jours.
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8. PREVENTION
Dans les IST, il est recommandé de prévenir la réinfection par le traitement 
concomitant du ou des partenaires et de conseiller l’utilisation du préservatif. De 
plus, il est nécessaire de dépister les autres IST, gonocoque, syphilis, hépatite B et 
VIH. 
La recherche d’un vaccin fait l’objet de nombreux travaux. Un vaccin permettrait de 
contrôler la dissémination de l’infection et de réduire les séquelles. Dans le domaine 
vétérinaire, un vaccin constitué de CE atténués de C. abortus (anciennement 
C. psittaci) est utilisé pour prévenir l’avortement des brebis mais cette protection est 
incomplète et de courte durée. Le premier vaccin humain constitué de CE tués a été 
utilisé contre le trachome. Mais non seulement la protection était de courte durée 
mais en plus la maladie était accélérée chez les patients vaccinés réinfectés 
naturellement. Ces résultats ont incité les chercheurs à se tourner vers des protéines 
purifiées. Deux protéines sont de bonne candidates, la MOMP et la protéine CPAF 
(Chlamydia Protease-like Activity Factor) secrétée par le CR dans le cytosol de la 
cellule infectée et qui se retrouve dans le milieu extracellulaire à la fin du cycle (115).
La CPAF présente le grand avantage d’être hautement conservée parmi les espèces 
de chlamydiae et les différents sérovars de C. trachomatis. Des travaux récents 
montrent qu’une protéine recombinante rCPAF induit des taux élevés d’anticorps et 
une réponse de type Th1 dans le modèle d’infection génitale par C. muridarum. A 
l’heure actuelle, il n’y a pas de vaccins disponibles mais les résultats récents sont 
très prometteurs.
77
Encadré n°1 - C. trachomatis
% C. trachomatis est le 1er agent bactérien responsable d’IST en France et dans les 
pays industrialisés.
% Dans la population générale française, la prévalence de l’infection uro-génitale à 
C. trachomatis est de 3,6 % chez les femmes âgées de 18 à 25 ans.
% Le caractère paucisymptomatique de l’infection est à l’origine de la dissémination et 
des complications observées chez la femme jeune (stérilité tubaire, GEU…).
% Le diagnostic est réalisé par des techniques de biologie moléculaire (PCR ou 
autre).
% L’auto-écouvillonnage vaginal et le 1er jet d’urine chez l’homme sont les deux types 
d’échantillons recommandés pour le dépistage.
% La sérologie doit être limitée au diagnostic des infections hautes ou disséminées et 
au bilan de stérilité.
% Depuis 2003, en Europe, la souche L2b est à l’origine d’une épidémie de LGV ano-
rectale essentiellement rencontrée chez les homosexuels, séropositifs pour le VIH.
Traitement :
Urétrites et cervicites non compliquées (AFSSAPS 2008) :
azithromycine : 1 g par voie orale en dose unique (4 comprimés)
ou doxycycline : 200 mg/jour en deux prises par voie orale pendant 7 jours.
Lymphogranulomatose vénérienne :
doxycycline : 200 mg/jour en deux prises par voie orale pendant 21 jours
ou érythromycine : 500 mg/4 fois/jour par voie orale pendant 21 jours.
Autres mesures – prévention :
- Recherche d’IST associées (syphilis, N. gonorrhoeae, VIH, hépatite B).
- Rapports protégés (utilisation de préservatifs) pendant 7 jours après un 
traitement en dose unique ou jusqu’à la fin d’un traitement.
- Traitement du partenaire.
- Contrôle post-thérapeutique à 5 semaines et/ou contrôle de recontamination 
à 3 - 6 mois conseillés.
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Encadré n°2 - C. pneumoniae
$ L’homme est le seul réservoir de C. pneumoniae biovar TWAR. L’infection est 
ubiquitaire.
$ La transmission est interhumaine.
$ La séroprévalence augmente avec l’âge, 75 % des personnes âgées ont une 
sérologie positive.
$ C. pneumoniae est responsable de 10 % des pneumopathies communautaires 
bénignes.
$ Le diagnostic repose essentiellement sur la sérologie.
$ Son rôle dans l’asthme et la maladie athéromateuse est controversé.
Encadré n°3 - C. psittaci
$ La psittacose est une maladie professionnelle acquise au contact d’oiseaux, 
notamment des psittacidés et des canards.
$ Le tableau clinique va d’un syndrome pseudo-grippal à une pneumopathie sévère 
voire mortelle.
$ Le diagnostique repose essentiellement sur la mise en évidence d’une 
séroconversion ou fait appel à des techniques de biologie moléculaire « maison ».
$ Le traitement repose sur les cyclines.
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II. METHODES DE TYPAGE MOLECULAIRE
A. Génotypage des bactéries pathogènes
1. Définition et classification des marqueurs épidémiologiques
Les marqueurs épidémiologiques sont les caractères discriminants permettant de 
distinguer au sein d’une espèce bactérienne les souches d’origine distincte. La 
technique expérimentale mettant ces caractères en évidence et les critères de 
classification des bactéries en type clonaux, sur la base de ces marqueurs, 
constituent ensemble un système de typage épidémiologique (205).
Le typage épidémiologique microbien permet sur le plan individuel de confirmer la 
présence d’une infection, d’établir le foyer initial et l’extension d’une infection et de 
distinguer une rechute d’une réinfection. Sur le plan épidémiologique, ces outils 
permettent de confirmer la transmission endémique ou épidémique d’un pathogène 
au sein d’une population humaine, de déceler l’origine de la contamination et le 
mode de transmission, de suivre l’évolution du réservoir du pathogène au sein d’une 
population et de mesurer l’efficacité des stratégies de maîtrise des infections 
épidémiques et de prévention des infections endémiques (205).
On distingue deux groupes de marqueurs épidémiologiques : les marqueurs 
phénotypiques et les marqueurs génotypiques ou moléculaires. Plusieurs marqueurs 
phénotypiques sont utilisés comme les profils de réactions biochimiques, les 
caractères physiologiques et morphologiques ainsi que la caractérisation des 
antigènes reconnus par des anticorps monoclonaux (biotype, sérotype). Les 
marqueurs génotypiques permettent une étude du polymorphisme au niveau de 
l’ADN (génotype). Au cours des deux dernières décennies, les marqueurs 
génotypiques ont progressivement remplacé les marqueurs phénotypiques.
L’épidémiologie moléculaire est une approche intégrée qui combine l’épidémiologie 
et le génotypage en utilisant des outils de biologie moléculaire.
2. Mécanismes d’évolution bactérienne
Deux types de mécanismes d’évolution existent, les mécanismes verticaux, concept 
darwinien de l’évolution, et les mécanismes horizontaux (7). Le chromosome et les 
plasmides sont transférés verticalement après duplication et répartition entre les 
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cellules filles. Leur diversification est due aux mutations ponctuelles et aux 
réarrangements d’ADN tels que duplications, délétions ou transpositions. Les 
transferts horizontaux entre les bactéries sont des transferts par conjugaison, 
transposition, transduction et transformation.
Les taux de recombinaison et de mutation sont en général très faibles chez les 
bactéries. Il semble que les variations génétiques soient minimisées par les 
mécanismes de réparation des mutations. Lorsque des changements dans l’ADN 
s’effectuent au hasard à une fréquence constante dans le temps, la distance 
génétique entre deux lignées cellulaires est proportionnelle au temps écoulé. Une 
séquence d’ADN peut alors être considérée comme une « horloge moléculaire ». 
Généralement, un gène indispensable est bien conservé car tout événement tendant 
à le modifier aboutit à la formation d’un individu non viable. C’est ainsi que les ARNr
sont bien conservés dans le monde vivant en général et le monde bactérien en 
particulier. Toute mutation altérant profondément la structure des gènes 
correspondant aboutit à la formation d’un individu incapable de synthétiser des 
protéines. En revanche, les mutations qui n’altèrent pas la fonction sont conservées 
et le polymorphisme ainsi obtenu permet de dresser des arbres phylogénétiques 
(106).
Les mécanismes et la vitesse d’évolution de différentes régions du génome bactérien 
dans l’environnement naturel demeurent des questions ouvertes. Des loci 
d’adaptabilité rapide ont été récemment localisés au niveau d’éléments d’ADN 
répétés en tandem en nombre variable ou Variable Number of Tandem Repeats 
(VNTR). Les VNTRs seront détaillés plus bas.
3. Notion d’espèce et intérêt du typage des bactéries pathogènes
Une espèce bactérienne peut être définie comme un groupe de souches qui ont 
entre elles un degré élevé de similarité les différenciant considérablement des autres 
groupes de souches, tout en respectant plusieurs caractères indépendants. Les 
souches d’une même espèce ont en général une homologie de génome de 70 %. 
Face à une infection, l’identification de l’agent pathogène en cause est le premier 
objectif du microbiologiste et du clinicien. Cette étape est de loin la plus urgente et la 
plus importante à court terme puisqu’elle intervient directement dans la prise en 
charge appropriée du patient. Dans un deuxième temps, il est également essentiel 
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de rechercher l’origine de l’agent pathogène afin si possible de contrôler la source 
exogène de l’infection. Les sources peuvent être l’environnement médical, matériel et 
personnel soignant, ou l’environnement urbain. Cette enquête a posteriori requiert le 
typage des souches.
Il existe un apport certain de l’étude de la diversité génétique à la connaissance de 
l’épidémiologie des maladies bactériennes. Typer des souches bactériennes ou 
identifier des bactéries à l’échelon d’une souche est important pour le diagnostic, le 
traitement et la surveillance épidémiologique des infections bactériennes. Ceci est 
particulièrement vrai pour les espèces bactériennes résistantes aux antibiotiques, 
virulentes, impliquées dans des infections nosocomiales, ou pour des espèces 
pandémiques ou émergentes. Le génotypage a également une implication dans 
l’étude de la dynamique des populations bactériennes.
4. Concept de clonalité
Au sein d’une même espèce, il existe une diversité suffisante pour distinguer des 
isolats provenant de différents lieux et prélevés à différents moments, ce qui permet 
de les classer en souches. Généralement l’agent étiologique responsable d’une 
épidémie dérive d’une cellule unique, toutes les cellules issues de cette cellule seront 
génétiquement identiques ou très proches. Les organismes impliqués dans une 
épidémie ont donc une relation de clonalité. L’identification du clone nécessite un 
typage plus approfondi qu’une simple détermination de l’espèce impliquée dans une 
épidémie (133). Ceci nécessite l’identification de marqueurs choisis dans plusieurs 
loci suffisamment stables.
B. Méthodes de typage chez les chlamydiae
Les premières méthodes de typage des chlamydiae ont été réalisées par sérotypage, 
marqueur phénotypique permettant la différenciation des isolats au sein d’une même 
espèce (139). A partir des années 90, des marqueurs moléculaires ont été utilisés, 
comme les gènes d’ARN ou des gènes codant les protéines de la membrane externe 
(21, 48, 49). Les marqueurs moléculaires sont plus reproductibles et plus 
discriminants que les marqueurs phénotypiques, facilitant les études 
épidémiologiques. Un des marqueurs le plus utilisé pour les chlamydiae est le gène 
omp1 codant la protéine majeure de membrane externe (Major Outer Membrane 
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Protein ou MOMP). Récemment, de nouvelles techniques de typage étudiant le 
génome dans sa globalité ont été développées (139).
1. Sérotypage
Le sérotypage consiste à comparer le comportement de la surface membranaire de 
différentes souches avec des mélanges de sérums correspondants aux différents 
types antigéniques connus. 
Le sérotypage des souches de chlamydiae est réalisé par micro-
immunofluorescence en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre les 
épitopes de la MOMP exposés à la surface des chlamydiae. Ainsi, les souches de 
C. psittaci sont classées en six sérovars A, B, C, D, E et F (6, 208). L’hétérogénéité 
des souches de C. pecorum a été soulignée par cette technique. En effet, 16 profils 
différents ont été observés pour 18 souches de C. pecorum étudiées (172). A 
l’inverse, un profil unique a été trouvé pour toutes les souches étudiées de 
C. pneumoniae et C. abortus respectivement, témoignant de la grande homogénéité 
de ces deux espèces (29, 171).
Chez C. trachomatis, la notion de différents types a été démontrée par Wang et 
Grayston dans les années 1960 par le mouse toxicity prevention test (216).
L’identification des différents sérovars de C. trachomatis a été initialement réalisée 
grâce à l’utilisation d’anticorps polyclonaux puis monoclonaux reconnaissant des 
épitopes portés par la MOMP. Une méthode d’identification par micro-
immunofluorescence a été développée par Wang et al. (217, 221). Cette technique 
est basée sur la réaction entre les antigènes portés par la souche à identifier et un 
panel d’anticorps monoclonaux, préparés chez la souris, spécifiques de chacun des 
sérovars. La suspension antigénique est déposée à la plume sur une lame de verre. 
La réaction entre les antigènes de la souche et un ou plusieurs des anticorps 
monoclonaux est révélée par la fixation d’un anticorps anti-immunoglobuline de 
souris, marqué à la fluorescéine. La lecture des résultats se fait alors au microscope 
à fluorescence. Cette méthode constitue aujourd’hui la technique de référence pour 
le typage de C. trachomatis. Son utilisation reste cependant limitée à quelques 
laboratoires car les anticorps monoclonaux ne sont pas commercialisés. Elle 
nécessite également une quantité importante de CE obtenue par une étape de 
Figure 1. Principe général de la PFGE (63).
Pendant l’électrophorèse, lorsque les électrodes A sont activées, l’ADN migre de la cathode A- vers 
l’anode A+ ; après changement d’orientation du champ électrique (électrodes B activées), l’ADN 
change de direction et migre vers l’anode B+. La séparation des macromolécules d’ADN s’effectue en 
fonction de la taille des fragments, en suivant un trajet symbolisé par les flèches.
Tableau 1. Critères d’interprétation du lien épidémiologique de souches bactériennes
d’après l’analyse des profils de macrorestriction (adapté d’après la référence 196).
Nombre de 
modifications 
génétiques par 
rapport à la souche 
épidémique
Nombre de 
fragments 
différenciant la 
souche testée de la 
souche épidémique
Interprétation 
microbiologique 
des profils
Interprétation épidémiologique
0 0 Semblables Souche faisant partie de l’épidémie
1 2-3 Très proches Souche faisant probablement partie de l’épidémie
2 4-6 Proches Souche faisant possiblement partie de l’épidémie
3 !"# Différentes Souche non reliée à l’épidémie
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culture. Entre 1983 et 1991, une dizaine d’études épidémiologiques des infections à 
C. trachomatis ont été réalisées par cette technique (93).
Ainsi, 13 sérotypes différents (A, Ba, B, C, D, E, F, G, H, I, L1, L2, L3) de 
C. trachomatis ont été identifiés, suivis 6 sérotypes supplémentaires (Da, Ga, Ia, J, K 
et L2a) résultant en un total de 19 sérovars (92, 214, 218-220).
2. Génotypage
2.1 Méthodes sans amplification de l’ADN
2.1.1 Electrophorèse en champs pulsé (PFGE)
Le principe de l’électrophorèse en champ pulsé ou Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE) est représenté sur la Figure 1 (63). L’ADN bactérien est clivé par des 
endonucléases, enzymes de restriction à sites rares (de l’ordre de 10 sites par mpb), 
ce qui permet d’obtenir un nombre réduit de fragments d’ADN. Au cours de 
l’électrophorèse, l’ADN bactérien clivé est exposé à des champs électriques dont la 
polarité est modifiée à intervalles de temps réguliers, permettant ainsi la séparation 
des fragments d’ADN de grande taille.
Principe
Cette méthode s’avère très performante pour analyser une grande variété de 
microorganismes. En épidémiologie par exemple, elle permet de comparer des 
souches bactériennes au sein d’une même espèce en fonction du polymorphisme de
taille des fragments de restriction du génome ou profil de macrorestriction. La 
méthode peut être appliquée à toute espèce à condition que celle-ci soit cultivable. 
La PFGE a été appliquée à la caractérisation d’espèces bactériennes variées et a 
démontré une capacité de typage et un pouvoir discriminant élevés. Des critères 
d’interprétation des variations de profils de macrorestriction ont été édictés. La 
comparaison de ces profils repose sur le nombre et la taille des fragments d’ADN. Le 
résultat peut être exprimé par le nombre absolu de bandes qui diffère entre les 
souches comparées. Des critères d’interprétation consensuels ont été proposés par 
Tenover, tenant compte des mutations aléatoires (197). Ils permettent d’analyser le 
profil de macrorestriction d’une souche donnée par comparaison au profil de
référence des souches majoritaires de l’épidémie (Tableau 1) (196).
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Cette technique a été peu employée chez les chlamydiae. La PFGE a été utilisée 
pour déterminer la taille du génome de trois souches de C. psittaci et de 
C. trachomatis sérovar L2 (56). Les résultats obtenus ont montré une grande 
homogénéité de taille, estimée à 1450 kpb pour chacune de ces quatre souches.
Une caractérisation physique et génétique du chromosome de la souche de 
C. trachomatis sérovar L2 a été réalisée en utilisant différentes enzymes de 
restriction (14). Avec cette méthode, une taille plus précise du génome a été 
déterminée, de l’ordre de 1045 kpb.
Application aux chlamydiae
La PFGE a également été appliquée à 18 sérovars de référence de C. trachomatis
ainsi qu’à 29 isolats cliniques provenant d’échantillons génitaux collectés à Bordeaux 
(France) et à Malmö (Suède). L’analyse des sérovars de référence a montré une 
hétérogénéité entre les souches du biovar trachoma et celles du biovar LGV. Au sein 
du biovar trachoma, les souches des sérovars A à C ont été différenciées des 
souches des sérovars D à K. Appliquée aux isolats cliniques, la PFGE a permis la 
détection de polymorphismes au sein d’un même sérovar et a montré l’identité 
parfaite entre deux souches isolées séquentiellement du même patient (161).
L’inconvénient de la technique est de nécessiter des quantités importantes d’ADN, 
ce qui n’est pas toujours facile à obtenir pour les chlamydiae.
2.1.2 Profil de restriction de l’ADN génomique total (RFLP)
Cette technique est basée sur le même principe que la PFGE, mais fait appel à des
endonucléases qui clivent l’ADN plus fréquemment, ce qui produit plusieurs 
fragments d’ADN séparés par électrophorèse sur gel d’agarose à 0,8 % ou sur gel de 
polyacrylamide à 3,5 % dans un champ électrique constant. 
Principe
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! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
Avec la combinaison de différentes enzymes de restriction, il a été possible de 
différencier des souches de C. trachomatis appartenant à 15 sérovars ainsi que des
isolats appartenant à un même sérovar (141, 142). La distinction de C. trachomatis
et C. muridarum a été facilement visualisée par RFLP (142).
! Autres espèces de chlamydiae
Les souches de C. psittaci des souches de C. trachomatis ont été distinguées par 
RFLP (141). La résolution obtenue par électrophorèse sur gel de polyacrylamide a 
permis de différencier les souches de C. psittaci selon leur origine et de montrer 
l’identité d’isolats responsables d’avortement chez les ovins (5, 57, 113).
2.2 Méthodes avec amplification de l’ADN
2.2.1 PCR avec analyse du polymorphisme de restriction 
intragénique (PCR-RFLP)
Une PCR est réalisée en utilisant des amorces spécifiques d’un locus donné. Le 
produit de PCR est digéré par une ou plusieurs enzymes de restriction et les 
fragments obtenus sont séparés par électrophorèse. Les profils de bandes sont alors 
comparés.
Principe
! Gène omp1
Application aux chlamydiae
Le gène omp1 a été le plus utilisé pour le typage des chlamydiae par PCR-RFLP car 
il code la protéine MOMP portant les déterminants antigéniques spécifiques des 
sérotypes. L’amplification de ce gène suivie d’une digestion enzymatique par AluI et 
PvuII a permis de différencier les souches de quatre espèces de chlamydiae, 
C. trachomatis, C. psittaci, C. pneumoniae et C. pecorum (229). Des infections 
mixtes à C. abortus et C. suis, chez des truies présentant des troubles de la 
reproduction et des porcs présentant des troubles respiratoires ont été 
diagnostiquées par PCR-RFLP, à partir d’échantillons génitaux et pulmonaires (74).
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Par cette technique, les espèces C. psittaci, C. caviae et C. abortus ont été 
distinguées (174).
La PCR-RFLP du gène omp1 est une technique appliquée au génotypage des
souches de C. trachomatis et C. psittaci. Ce génotypage permet la classification en 
génovars correspondant aux sérovars. Concernant C. trachomatis, de nombreux 
systèmes ont été publiés (27, 54, 130, 162, 163). Au CNR, nous utilisons la 
technique développée dans notre laboratoire reposant sur deux digestions 
enzymatiques réalisées en parallèle, une par AluI et la seconde par HpaII, HinfI et 
EcoRI, et permettant l’identification de 16 des 18 sérovars de référence (163). Les
sérovars L2 et L2a n’étaient pas différenciés et la distinction de ces deux souches a 
été obtenue avec l’enzyme NlaIII. De même, les différences de profils entre les 
génotypes H et Ia étaient mineures. Une digestion supplémentaire par l’enzyme DdeI
a permis l’identification de chacun de ces deux génotypes. Enfin, les génotypes G et 
Ga ont été séparés après action de l’enzyme BstUI.
La PCR-RFLP permet d’identifier des co-infections et des nouveaux variants, comme 
le variant Dv (162). Cette méthode est applicable aux échantillons cliniques, la 
réalisation d’une PCR nichée permettant d’augmenter la sensibilité de la technique
(95). Une des limites de la PCR-RFLP est la difficulté d’interprétation des profils dans 
quelques cas. Concernant C. psittaci, cette technique a permis d’individualiser six
génotypes (A-F) (174, 209).
! Gène omp2
Le gène omp2 a été une autre cible pour le typage par PCR-RFLP. L’amplification de 
1030 pb de ce gène suivie d’une digestion enzymatique par RsaI, HinfI, TaqI ou la 
combinaison de HinfI et RsaI a permis de différencier les neuf espèces de 
chlamydiae (C. abortus, C. caviae, C. felis, C. muridarum, C. pecorum, 
C. pneumoniae, C. psittaci, C. suis et C. trachomatis). La technique a été validée sur 
des isolats et divers échantillons cliniques (41).
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! Espace intergénique 16S-23S
C. trachomatis et C. muridarum présentaient des profils différents par PCR-RFLP de
l’espace intergénique 16S-23S. En revanche, toutes les souches de C. trachomatis
testées étaient identiques par cette méthode (115). Des résultats similaires ont été 
obtenus lors de travaux menés dans notre laboratoire (résultats non publiés). La
PCR-RFLP de l’espace intergénique 16S-23S permettait de différencier 
C. trachomatis, C. pneumoniae et C. psittaci.
Un profil spécifique de chacune des cinq espèces de chlamydiae, C. trachomatis,
C. pneumoniae, C. psittaci, C. felis et C. pecorum, a été obtenu par PCR-RFLP de 
l’espace intergénique 16S-23S suivie d’une digestion enzymatique par AluI et MseI
(115). Cette même méthode, associée à l’utilisation de sept enzymes de restriction 
différentes, a permis l’identification des neuf espèces de chlamydiae. De plus, les 
souches de C. suis étaient différenciées, de même que les souches d’origine 
humaine et équine de C. pneumoniae (48).
Par cette technique, les souches grecques LLG et POS de C. abortus ont été 
différenciées des autres isolats (186).
! Gènes pmp
L’amplification des gènes pmp, codant des protéines polymorphes de membrane,
associée à une digestion enzymatique par AluI, MboII et MseI a permis de distinguer 
les souches de C. psittaci appartenant aux génotypes A, C, D et B/E, ces deux 
derniers génotypes n’étant pas différenciés par cette technique (100).
Récemment, le profil de 52 souches de C. abortus a été étudié par PCR-RFLP des 
gènes pmp. Au total, 18 gènes pmp ont été amplifiés en six réactions de PCR, et 
quatre enzymes, AluI, MboII, RsaI et HaeIII ont été utilisées. Selon le fragment 
amplifié, deux à cinq profils différents ont été obtenus. Bien que la majorité des 
souches présentait un génotype identique à celui de la souche de référence 
C. abortus S26/3, de nouveaux génotypes ont pu être identifiés. Les souches 
grecques LLG et POS présentaient un même et unique profil (170).
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! Autres gènes
La souche vaccinale C. abortus 1B est un mutant de virulence atténué de la souche 
parentale C. abortus AB7, obtenu par mutagénèse. Le séquençage du génome de 
chacune de ces souches a permis de mettre en évidence des mutations spécifiques 
à la souche vaccinale. Les mutations au sein de trois régions entraînent la perte d’un 
site de restriction pour la souche vaccinale. Après amplification de chacune de ces 
trois régions, la digestion enzymatique par une enzyme spécifique a permis d’obtenir 
un profil RFLP spécifique de la souche vaccinale (102).
La PCR-RFLP a été également appliquée au typage de C. felis, par amplification des
gènes groEL suivie d’une digestion enzymatique par AluI et HindIII (42).
La différenciation de C. trachomatis, C. pneumoniae et C. psittaci a également été 
réalisée par amplification du gène codant une ribonucléase P RNA suivie d’une 
digestion enzymatique par AluI ou AccI (73).
2.2.2 Amplification aléatoire d’ADN polymorphique (RAPD)
L’amplification aléatoire d’ADN polymorphique ou Random Amplification of 
Polymorphic DNA (RAPD) est une technique développée au début des années 1990 
(225, 226). Elle présente l’intérêt de pouvoir amplifier par PCR différentes portions du 
génome sans connaître sa séquence. Le principe est basé sur l’utilisation d’amorces 
aléatoires courtes (9 à 10 pb) qui s’hybrident avec l’ADN chromosomique à faible 
température d’hybridation et vont permettre d’initier l’amplification d’un certain 
nombre de régions du génome. Les amorces utilisées sont déterminées de façon 
empirique. Le nombre et la localisation des sites d’hybridation des amorces varient 
d’une souche à l’autre au sein d’une même espèce. Les fragments amplifiés sont 
ensuite séparés par électrophorèse sur gel d’agarose. Les profils obtenus sont 
analysés et comparés. Les variations de taille des amplifiats obtenus s’expliquent par 
des mutations, des délétions ou des insertions modifiant la longueur de la séquence 
amplifiée (226).
Principe
Un inconvénient majeur de cette technique est le manque de reproductibilité et de 
standardisation. De nombreuses hybridations partielles peuvent avoir lieu et la 
moindre variation des conditions de PCR (température, tampon, enzyme, 
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thermocycleur) conduit à des variations du profil de bandes obtenu (117). Si la RAPD 
apparait d’utilisation simple, elle nécessite beaucoup de rigueur pour obtenir une 
bonne reproductibilité.
! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
Scieux et al. ont obtenu des profils d’amplification différents avec chacune des 
amorces testées sur 39 souches de C. trachomatis, une souche de C. pneumoniae
et deux souches de C. psittaci. Aucun profil commun n’a été observé entre ces 
différentes espèces. Les souches du biovar trachoma ont été distinguées des 
souches du biovar LGV. De plus, au sein du biovar trachoma, les souches 
responsables du trachome ont été séparées des souches impliquées dans les 
infections uro-génitales. Enfin, des souches appartenant à un même sérovar ont été 
différenciées par RAPD. Inversement, un même profil d’amplification a été décrit 
pour des souches de sérovars différents (180).
Lan et al. ont étudié la transmission de C. trachomatis entre partenaires sexuels. La
majorité des couples étaient infectés par un même sérovar. Grâce à la RAPD, il a été 
montré que les souches étaient identiques au sein d’un couple, mais différentes 
entre les couples (94).
! Autres espèces de chlamydiae
Au sein des souches animales, différents profils ont été individualisés chez C. felis
(deux profils pour six souches) et C. psittaci (cinq profils pour 10 souches). Il était 
intéressant de noter qu’aucune des souches de C. felis et de C. caviae n’a de 
fragments RAPD communs avec ceux de C. psittaci (146).
Outre son manque de standardisation, cette technique nécessite une grande quantité 
d’ADN avec une purification des CE, ce qui représente un facteur très limitant pour la 
mise en œuvre de cette technique.
Figure 2. Différentes étapes de l’AFLP (155).
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2.2.3 Amplification sélective de fragments de restriction 
génomique (AFLP)
L’amplification sélective de fragments de restriction génomique ou Amplified-
Fragment Length Polymorphism (AFLP) est une méthode en trois étapes. Une 
hydrolyse de restriction de l’ADN génomique est réalisée, suivie d’une ligation 
d’adaptateurs (oligonucléotides doubles brins) aux extrémités des fragments de 
restriction. Dans un dernier temps, une PCR est réalisée avec différentes amorces 
complémentaires des adaptateurs et d’un ou plusieurs nucléotides adjacents, suivie 
d’une analyse par électrophorèse (Figure 2) (155). Selon les amorces utilisées, une 
amplification sélective des fragments de restriction est réalisée (80, 213).
Principe
L’AFLP est une technique qui combine l’efficience de la PCR et la reproductibilité de 
l’analyse de restriction. Elle présente un très bon pouvoir discriminant. L’analyse de 
différentes combinaisons d’enzymes et de différentes amorces complémentaires 
permet un dépistage des variations génomiques sans connaissance préalable de la 
séquence complète du génome étudié. 
! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
Même s’il existe une très grande homologie entre les génomes des divers sérovars
de C. trachomatis, Morré et al. ont identifié des marqueurs spécifiques des sérovars 
D, E et F grâce à l’’utilisation des amorces Eco-0–Mse-C. Les souches de 29 
patients hétérosexuels ainsi que celles de leurs partenaires ont été étudiées. Chaque 
couple présentait le même profil AFLP, démontrant la fiabilité de la méthode (126).
Dans l’étude de Meijer et al., l’analyse de 20 souches de C. trachomatis appartenant 
à 18 sérovars a révélé 12 profils AFLP différents avec les amorces Eco-0–Mse-C
(116). Une variabilité intra-sérovar a été mise en évidence. 
! Autres espèces de chlamydiae
Quatre espèces de chlamydiae, C. pneumoniae, C. trachomatis, C. psittaci et 
C. pecorum ont été différenciées par l’AFLP (116).
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Chez C. abortus, cette technique a permis d’identifier deux clusters selon l’origine 
géographique des souches et de façon indépendante de la pathologie induite. Grâce 
à l’utilisation de l’amorce P1-GGT, des souches françaises ont été différenciées des 
souches américaines ou écossaises (18). De plus, les souches françaises ont été 
distinguées les unes des autres grâce à l’utilisation d’autres amorces. Avec l’amorce 
P1-GGT, dans une autre étude, l’ensemble des souches tunisiennes et souches 
françaises présentait un même profil (156). Toujours par cette technique, la souche 
vaccinale C. abortus 1B, dérivée de la souche parentale C. abortus AB7 a été 
différenciée de cette dernière, des profils similaires entre ces deux souches ayant été 
obtenus avec la RAPD ou PGFE (97).
Chez C. psittaci, l’analyse de cinq souches a révélé deux profils AFLP différents 
correspondant à des profils d’hôte, à savoir la perruche et le pigeon. De plus, l’AFLP 
a permis de différencier des souches de C. felis de celles de C. psittaci (116).
Chez C. pneumoniae, trois souches ont été analysées avec cette technique. Le profil 
d’une souche clinique provenant d’un échantillon respiratoire a été comparé à celui 
obtenu avec deux souches de référence, une d’origine respiratoire (VR1310) et une 
d’origine oculaire (IOL-207). La comparaison des profils obtenus a montré que les 
deux souches d’origine respiratoire avaient le même profil, différent de celui de la 
souche d’origine oculaire (24). Plus récemment, une analyse de 19 souches de 
C. pneumoniae dont 17 d’origine respiratoire et deux d’origine vasculaire, a été 
réalisée. Un seul profil AFLP a été obtenu, traduisant la grande homogénéité 
génomique de cette espèce (116).
2.2.4 PCR suivi d’une électrophorèse sur gel en gradient 
dénaturant (PCR-DGGE)
La température de fusion (Tm) d’un ADN est fonction de sa séquence. Une mutation 
ponctuelle, qui modifie sa séquence, entraîne donc une modification du Tm. Cette 
modification peut être mise en évidence par électrophorèse sur gel de 
polyacrylamide dans lequel est établi un gradient d’agent dénaturant (urée ou 
formamide) (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ou DGGE) (52, 129). Suivant 
la nature de la mutation, par rapport à un ADN non muté, la séparation des brins 
d’ADN se produira pour une concentration soit plus faible, soit plus forte de l’agent 
Principe
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dénaturant. La dénaturation produit un ralentissement considérable de la molécule 
en électrophorèse, résultant en une différence de migration des bandes 
correspondant respectivement aux ADN normal et muté. 
Cette technique présente aussi l’avantage de pouvoir être réalisée directement à 
partir des échantillons cliniques.
Les applications de cette technique chez les chlamydiae sont peu nombreuses. Elle 
a été utilisée uniquement chez C. trachomatis. Une équipe française a développé la 
PCR-DGGE pour la recherche de mutations au sein du gène omp1. Des isolats 
cliniques de sérovar D, E et F ont ainsi été étudiés. Chacun des quatre DV de la 
MOMP a été amplifié puis analysé par électrophorèse sur gel en gradient dénaturant. 
Chaque sérovar présentait un profil de migration spécifique. Aucune variation de 
séquence n’a été observée au sein des souches de sérovar F. A l’inverse, des profils 
de migration différents de celui de la souche de référence ont été identifiés parmi les 
souches de sérovar D et E, suggérant la présence de variants. Le séquençage des 
DV a permis de classer les souches de sérovar D en trois groupes, D, D1 et D2. Les 
souches du groupe D1 présentaient des substitutions non-synonymes au sein du 
DC1, et les souches du groupe D2 des substitutions non-synonymes additionnelles 
au sein du DV4. Concernant les souches de sérovar E, deux variants ont été 
identifiés par PCR-DGGE, ne différant respectivement de la souche de référence que 
par une et trois substitutions non-synonymes dans le DV1 et le DV4 (175, 176).
Applications aux chlamydiae
2.2.5 PCR en temps réel 
La PCR en temps réel est de plus en plus utilisée car elle donne des résultats 
rapides, spécifiques et éventuellement quantitatifs. L’amplification et la détection sont 
réalisées simultanément grâce à la présence dans le milieu réactionnel d’un 
marqueur fluorescent, qui peut être un agent intercalant comme le SYBR Green ou 
des sondes marquées par un fluorophore. Les sondes TaqMan (sondes d’hydrolyse) 
et les Molecular Beacons (balises moléculaires) sont des oligonucléotides portant à 
leur extrémité 5’ une molécule appelée « donneur » qui bloque la fluorescence 
émise par la molécule appelée « quencheur » en 3’ lorsque ces sondes sont libres 
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en solution. Lors de la phase d’élongation de la PCR, le « quencheur » est éloigné 
du fluorophore « donneur » et la fluorescence émise est alors détectée. 
Des PCR multiplex peuvent également être réalisées, grâce à l’utilisation de sondes 
marquées avec différents fluorochromes. Cette approche est très intéressante pour 
le génotypage, grâce à la présence de séquences spécifiques d’un génovar donné.
! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
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Diverses techniques de PCR en temps réel ont été développées pour le génotypage 
de C. trachomatis ciblant toutes le gène omp1 et basées sur une chimie TaqMan. 
Dans l’étude de Jalal et al., les sondes ont été dessinées dans le DV4 de ce gène.
L’identification du génovar comportait plusieurs étapes. Dans un premier temps, 
deux groupes ont été identifiés : les souches des génovars D à K et les souches de 
génovar L. Puis, au sein d’un groupe et à l’aide de PCR quadriplex, une identification 
spécifique de chaque génovar a été réalisée. Les génovars A, B, Ba et C n’ont pas
été identifiés par cette méthode (79). Les auteurs ont montré que l’utilisation d’une 
PCR nichée augmentait la sensibilité de la technique, aussi bien pour les 
échantillons uro-génitaux qu’ano-rectaux.
Un deuxième schéma de génotypage par PCR en temps réel a été décrit par 
Stevens et al. (189). Celui-ci a permis l’identification de 14 génovars. Dans une 
première étape, était réalisée une PCR quadriplex, avec trois sondes spécifiques des 
complexes B (génovars B/Ba, E, D, L1, L2), C (génovars A, C, H, I, J, L, L3), et 
intermédiaire (F, G) et une sonde consensus de C. trachomatis. Puis, au sein d’un 
groupe, chaque génovar était identifié grâce à l’utilisation de sondes spécifiques. Les 
sondes ont été dessinées dans les DV1, DV2 et DV4 du gène omp1. La limite de 
détection variait de 10 à 40 copies d’ADN selon le génovar. Dans cette étude, le 
typage a été réalisé avec succès dans 86,6 % des cas (433/500).
Figure 3. Amorces et sonde utilisées pour la PCR en temps réel spécifique des 
souches de C. trachomatis de génovar L (123).
Les souches de génovar L présentent une délétion de 36 pb dans le gène pmpH, utilisée comme cible 
pour la PCR. Les amorces sont surlignées en vert et la sonde en jaune.
Figure 4. Amorces et sonde utilisées pour la PCR en temps réel spécifique du 
variant L2b (208).
Cette technique est basée sur l’insertion de nucléotides en position 1885-1893 du gène pmpH,
spécifique du variant L2b.
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>"Identification spécifique des génovars L
Face à l’épidémie d’ano-rectites en Europe et Amérique du Nord due au variant L2b, 
des techniques rapides basées sur la PCR en temps réel ont été développées pour 
l’identification des génovars L.
La principale cible utilisée est le gène pmpH. En effet, les génovars L se distinguent 
des autres génovars par une délétion de 36 pb au sein de ce gène. 
Morré et al. ont mis au point une PCR en temps réel avec une sonde 
complémentaire de la zone spécifique du gène pmpH des souches de génovar L
(Figure 3). Avec les génovars A à K, cette sonde ne peut s’hybrider et donc aucun 
signal n’est obtenu. Seules les souches de génovar L sont détectées, sans 
distinction du génovar L1, L2 ou L3. Cette technique est utilisée en seconde 
intention, sur des échantillons positifs à C. trachomatis (127).
Des variantes de PCR en temps réel multiplex ont été développées associant une 
PCR de détection de C. trachomatis ayant pour cible soit le plasmide, soit le gène 
omp1 et une PCR spécifique de génovar L ou non-L ayant pour cible soit le gène 
pmpH, soit le gène omp1. Ces techniques utilisaient toutes un contrôle interne (25, 
26, 67, 177).
Récemment, Verweij et al. ont mis en évidence la présence d’une insertion de neuf
nucléotides au sein d’une région du gène pmpH, spécifique du variant L2b (Figure 4).
Cette caractéristique a été utilisée pour développer une PCR en temps réel détectant 
spécifiquement ce variant (212).
! C. psittaci
Une technique de PCR en temps réel a été développée permettant l’identification des 
sept génotypes de C. psittaci (A, B, C, D, E, F et E/B). Les sondes spécifiques de 
génovar ont été dessinées sur le gène omp1 et une PCR en temps réel spécifique de 
chaque génotype a été mise au point. Par cette méthode, il a été montré qu’au sein 
d’une école vétérinaire, des dindes étaient infectées par trois génotypes différents de 
C. psittaci, D, E/B et F, de même que le vétérinaire asymptomatique. De façon 
similaire, au sein d’une ferme belge, l’infection de dindes par C. psittaci de génotype 
B a été diagnostiquée par cette technique (59).
Figure 5. Détection du nvCT par la technique de PCR en temps réel HRM.
A. Courbes de fusion normalisées d’une souche de C. trachomatis possédant un plasmide cryptique
sauvage (pCT) et d’une souche de nvCT présentant une délétion de 377 pb sur son plasmide 
cryptique (p!CT).
B. Détermination du Tm de la souche de C. trachomatis de sérovar D (pCT) et du nvCT (p!"#).
Souche D
pCT
nvCT
p!"#
Souche D
pCT
nvCT
p!"#
A
B
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2.2.6 PCR en temps réel HRM (High Resolution Melting)
L’analyse HRM est une technologie qui permet de différencier des amplifiats par 
analyse des courbes de fusion. Le Tm d’un produit de PCR est fonction de sa 
séquence, de sa longueur et de son contenu en GC (GC %). Cette analyse est 
réalisée grâce à un fluorochrome intercalant ayant la propriété de se lier à chaque 
base. Les amplifiats sont soumis à une montée en température standardisée et 
émettent un pic de fluorescence lorsque le Tm est atteint. La courbe de fusion 
obtenue est spécifique d’un amplifiat (65). Grâce à cette méthode, les 
polymorphismes sur un seul nucléotide ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
peuvent être détectés.
Principe
! C. trachomatis
Applications aux chlamydiae
Une des premières applications de la PCR en temps réel HRM pour C. trachomatis
fut la détection du nouveau variant suédois (nvCT) caractérisé par une délétion de 
377 pb dans son plasmide cryptique. Cette technique a été mise au point dans notre 
laboratoire. Grâce à l’utilisation d’amorces encadrant cette zone délétée, les courbes 
de fusion du nvCT et d’une souche sauvage sont clairement différenciées (Figure 5)
(151).
Au sein du biovar LGV, cette technique a été utilisée pour différencier les sérovars 
L1, L2 et L3 à partir d’échantillons ano-rectaux, le gène cible étant le gène pmpH
(22).
La technologie HRM a été également appliquée au génotypage des sérovars D à K 
et L. Cependant, l’analyse des courbes de fusion était difficile, du fait des faibles 
différences de Tm entre certains génovars (105).
! Autres espèces de chlamydiae
Une technique de PCR en temps réel HRM, ciblant le gène de l’ARNr 16S, a été 
utilisée pour différencier six espèces de chlamydiae, C. muridarum, C. suis,
C. trachomatis, C. felis, C. pneumoniae, et C. pecorum (159). Cette méthode a 
ensuite été appliquée avec succès directement aux échantillons cliniques. La haute 
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résolution de l’analyse HRM pourrait être utilisée pour l’identification d’espèces de
chlamydiae non caractérisées au sein de la famille des Chlamydiaceae (158).
La technologie HRM a été utilisée pour le génotypage de C. psittaci. Les amorces 
ont été dessinées à partir des DV du gène omp1. Cette méthode a permis d’identifier 
chacun des six génotypes (A-F) de cette espèce ainsi que des souches de C. caviae.
Le génotype E/B n’a pas été inclus dans cette étude. Appliquée aux d’échantillons 
d’origine animale, un génotypage a été obtenu dans 78 % des cas (120).
2.2.7 Analyse multilocus du nombre d’éléments répétés en 
tandem (MLVA)
Une répétition en tandem ou Tandem Repeat (TR) est une succession de motifs 
d’ADN répétés les uns derrière les autres, par opposition aux répétitions dont les 
unités répétées sont dispersées dans le génome. Les différentes unités formant la 
répétition en tandem ne sont pas nécessairement identiques entre elles, le degré 
d’identité au sein d’une répétition en tandem étant très variable. Les répétitions en 
tandem sont présentes, dans des proportions variables, chez tous les organismes, 
eucaryotes, procaryotes et même virus. Les répétitions en tandem ont été en premier 
lieu étudiées chez les mammifères, où trois catégories ont été distinguées, les 
satellites, les mini- et microsatellites. Cette distinction correspond à des différences 
de taille. Les satellites ont une très grande taille de l’ordre de quelques milliers de pb, 
ils sont surtout décrits chez les eucaryotes. Les minisatellites ont une taille variant de 
six à quelques centaines de pb et les microsatellites ont une taille inférieure à six pb. 
Définitions
Les VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) sont des séquences répétées en 
tandem polymorphes au sein d’un locus dont le nombre de répétitions peut varier 
d’une souche à l’autre. Les VNTRs peuvent appartenir à la classe des mini- et des 
microsatellites.
Dans les génomes bactériens, sont surtout représentées des répétitions à motifs 
courts, de type microsatellites, aussi appelées Short Sequence Repeats (SSR). Des 
délétions ou duplications d’éléments répétés surviennent par dérapage de brin 
d’ADN ou slipped strand mispairing (SSM). Ce mécanisme intervient lors de la 
réplication et ne fait pas intervenir de cassure double brin comme c’est le cas pour 
Figure 6. Modèle de mutation des répétitions en tandem par glissement lors de la 
réplication (134).
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des mécanismes plus complexes concernant surtout la catégorie des minisatellites. 
Ces courtes séquences évoluent relativement vite, à une fréquence d’une insertion 
ou délétion pour 1000 réplications (104). A part ce mécanisme de glissement lors de
la réplication, les mécanismes impliqués dans l’expansion et la réduction des 
répétitions ne peuvent pas être clairement expliqués. Le phénomène SSM conduit à 
l’augmentation ou à la réduction du nombre de copies selon le brin subissant le 
mésappariement (Figure 6). Certaines des erreurs de réplication sont corrigées par 
l’activité de relecture de l’exonucléase et par le système de réparation des 
mésappariements, mais d’autres échappent à ces réparations et deviennent des 
mutations.
Les répétitions en tandem peuvent être présentes dans des séquences intergéniques 
et intragéniques. La séquence répétée qui est localisée dans une région de 
promoteur d’un gène peut fonctionner comme un « switch on/off » pour l’expression 
du gène au niveau de la transcription (72, 206). Des variations du nombre de 
répétitions peuvent modifier le produit du gène lui-même lors de la traduction par un 
changement du cadre de lecture ou induire une fin prématurée de la traduction (224, 
227). Pour un certain nombre de pathogènes, des SSR présentes en amont ou dans 
les séquences codantes de protéines de surface sont polymorphes et permettent 
l’adaptation de la bactérie aux changements de conditions survenant au cours de 
l’infection de l’hôte. Ce phénomène est appelé variation de phase et peut conduire à 
une variation antigénique lorsque différents phénotypes de surface peuvent être 
exprimés (72). La variation de phase a été observée en particulier chez les bactéries 
à Gram négatif et concerne les structures de surface, comme le lipopolysaccharide. 
Pour Haemophilus influenzae, colonisant les voies respiratoires et pouvant causer 
des pneumopathies et des méningites, le rôle des répétitions en tandem dans la 
modulation de la virulence a été beaucoup étudié (224).
En raison du polymorphisme de longueur, résultant de la variation du nombre de 
motifs, les répétitions en tandem ont conduit au développement d’empreintes 
génétiques humaines (tests de paternité, criminologie) et de cartographie du génome 
humain (82, 83).
Souche 1 : 4 x 58 pb
Souche 2 : 3 x 58 pb
Souche 3 : 5 x 58 pb
PCR
électrophorèse
Figure 7. Représentation schématique de la méthode MLVA.
Les amorces sont choisies au niveau des séquences flanquantes du locus VNTR. La taille des produits de 
PCR est évaluée après électrophorèse avec un marqueur de poids moléculaire. La taille des amplifiats est 
convertie en nombre de répétitions, indiqué sur le gel.
300 pb
400 pb
500 pb
200 pb
Souche Témoin : 6 x 58 pb
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Principe de la MLVA
L’analyse multilocus du nombre d’éléments répétés en tandem ou MultiLocus VNTR 
Analysis (MLVA) étudie plusieurs loci. Il s’agit d’une technique de typage moléculaire 
basée sur l’étude du polymorphisme du génome dans sa globalité (211). La méthode 
consiste à amplifier à l’aide d’une ou plusieurs PCR multiplex les régions répétées à 
partir d’amorces spécifiques flanquantes (Figure 7). L’analyse de la taille des 
différents VNTRs permet l’assignation d’un profil allélique MLVA.
Le choix des VNTRs doit être guidé par leur stabilité, leur taille et par le pourcentage 
d’identité de séquences entre les motifs.
L’analyse de la taille des fragments peut se faire par migration sur gel d’agarose ou 
gel de polyacrylamide, méthode préférentiellement utilisée pour des marqueurs de 
grande taille. Lorsqu’il s’agit de microsatellites ou que les produits de PCR sont de 
petite taille, l’analyse des fragments sur gel est plus délicate et peut être réalisée sur 
un système à haute résolution, tel un séquenceur capillaire, sur lequel divers 
fluorochromes peuvent être utilisés.
Les critères de définition d’un set idéal de VNTRs ne sont pas formels et vont 
dépendre de la bactérie étudiée et de son polymorphisme. Un set de VNTRs est en 
général composé d’au moins cinq marqueurs. Parmi eux, il faut idéalement des 
marqueurs très variables (index de diversité élevé) et des marqueurs moins variables 
ou moins discriminants (index de diversité bas). La résolution de l’analyse MLVA 
peut être augmentée en ajoutant des VNTRs, mais ceci est fonction de la question 
épidémiologique posée. Par exemple, l’investigation d’une épidémie locale nécessite 
des VNTRs à fort taux de mutation. Ces VNTRs possèdent une horloge évolutive 
rapide, l’analyse est très discriminante même pour des bactéries dont le génome est 
très conservé comme Bacillus anthracis (89).
La MLVA présente de nombreux avantages, comme un pouvoir discriminant élevé, 
une utilisation facile dans un laboratoire pratiquant la biologie moléculaire, un coût 
modéré, une reproductibilité élevée, une facilité d’analyse et de partage des données 
et la possibilité dans certains cas, notamment grâce à l’utilisation de PCR nichées, 
d’être réalisée directement à partir des échantillons cliniques, sans culture préalable, 
ce qui est un atout majeur pour les bactéries de culture difficile (61). La stabilité de 
Figure 8. Page d’accueil de la base de données de répétitions en tandem (site 
Genomes, Polymorphism and Minisatellites (GPMS), http://minisatellites.u-psud.fr).
G P M S
Genomes, Polymorphism and Minisatellites
The Microorganisms Tandem Repeats Database 
Please quote :
1-On-line resources for bacterial micro-evolution studies using MLVA or CRISPR typing. Grissa I, Bouchon P, Pourcel C, Vergnaud G. 
Biochimie. 2008 Apr;90(4):660-8. 
2-Identification of polymorphic tandem repeats by direct comparison of genome sequence from different bacterial strains: a web-based resource. 
Denoeud F, Vergnaud G. BMC Bioinformatics. 2004. Jan 12;5:4. 
3-A tandem repeats database for bacterial genomes: application to the genotyping of Yersinia pestis and Bacillus anthracis. Le Flèche P, Hauck Y, 
Onteniente L, Prieur A, Denoeud F, Ramisse V, Sylvestre P, Benson G, Ramisse F, Vergnaud G. BMC Microbiology. 2001. 1:2. 
! Access the microbial tandem repeats database main page:
  - Archaea
  - Bacteria
  - Viruses
! Access The Strain Comparison Page
! Access the multiple comparison page
! Access The Published VNTR primers page
! Access the Blast in the tandem repeats database:
   - The standard Blast page
   - The PCR primers Blast page
   - The multiple primers Blast page
! Access The Bacterial Genotyping Page
! Access Human minisatellites, no update since Denoeud et al.,
2003 : Chromosome 21 Chromosome 22
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certains marqueurs et le nombre de VNTRs disponibles dans l’espèce bactérienne 
considérée sont des facteurs limitant de la technique.
$ Le logiciel Tandem Repeats Finder
Méthode de recherche des répétitions en tandem
Avant la généralisation du séquençage des génomes complets, les premières 
répétitions en tandem ont été identifiées essentiellement dans les génomes 
eucaryotes par Southern blot, soit au hasard de recherches de séquences 
polymorphes du génome humain, soit par exemple, en utilisant comme sonde une 
séquence répétée en tandem synthétique (210). Le séquençage d’un nombre 
croissant de génomes bactériens a facilité l’identification de ce type de séquences et 
des outils de recherche de séquences répétées ont été mis au point. 
Le logiciel Tandem Repeats Finder (TRF), développé par Gary Benson, permet de 
détecter des séquences répétées en tandem même lorsque les motifs ne sont pas 
parfaitement conservés par rapport à la séquence consensus et permet de trouver 
toutes les répétitions dans la séquence soumise, ce qui représente un progrès 
considérable pour la recherche de minisatellites (12).
Une base de données d’identification des séquences en tandem a été développée à 
l’Université Orsay Paris Sud en utilisant le logiciel TRF pour rechercher des 
séquences répétées en tandem dans les génomes entièrement séquencés et 
accessibles à la communauté scientifique. Des requêtes peuvent être réalisées dans 
des séquences de génomes bactériens, de virus, d’archaea et d’eucaryotes. Cette 
base de données, The Microorganisms Tandem Repeats Database, est accessible 
par internet à l’adresse suivante, http://minisatellites.u-psud.fr (Figure 8). Elle permet 
à l’utilisateur de fixer un certain nombre de critères pour la recherche de séquences 
répétées (Figure 9). Elle fournit les résultats d’une requête sous forme d’un tableau 
présentant les caractéristiques détaillées de chaque répétition en tandem (Figure10).
$ Le logiciel Sputnik
Ce logiciel permet essentiellement d’identifier des microsatellites dans des génomes 
séquencés. Il est disponible à l’adresse internet suivante : http://www.cbib.u-
bordeaux2.fr/pise/sputnik.html.
2. Select a criterion :
L = total length
U = unit length 
N = copy number 
V = percent matches
Pos = physical position: kb 
%GC = percent G+C 
B = bias between strands 
L
min : 
50
max : 
100000
U
min : 
0
max : 
2000
N
min : 
0
max : 
6000
V
min : 
80
max : 
100
Pos
min : 
0
max : 
62900
%GC
min : 
0
max : 
100
B
min : 
0
max : 
1
Figure 9. Critères de recherche de répétitions en tandem dans la base de données Tandem 
Repeats database.
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Les VNTRs, dont l’analyse est simple et en général rapide, ont une utilité en tant que 
marqueurs épidémiologiques. Quelques précautions doivent cependant être 
observées quant à l’utilisation des répétitions en tandem pour l’épidémiologie 
bactérienne (201, 202). D’une part, certaines répétitions ne sont pas neutres du point 
de vue évolutif, certains allèles peuvent conférer un avantage sélectif à certaines 
souches. Cela pourrait conduire à des conclusions erronées sur la proximité des 
souches ayant le même allèle parce qu’elles ont été confrontées au même hôte et 
non pas parce qu’elles sont génétiquement proches. Cependant, de nombreuses 
répétitions en tandem « non neutres » sont utilisées de façon efficace en 
épidémiologie, comme celles observées dans le gène de la coagulase de 
Staphylococcus aureus (185). Par ailleurs, il faut être vigilant quant à la stabilité des 
marqueurs étudiés et il faut toujours s’assurer de la stabilité des VNTRs sélectionnés 
après plusieurs passages sur quelques souches de la bactérie d’intérêt.
Utilisation en épidémiologie
Le développement de la MLVA a suivi le séquençage des génomes bactériens dont 
le premier, celui de H. influenzae, date de 1997. 
Bilan des bactéries pathogènes étudiées par MLVA
! Bactéries pathogènes humaines
Les premières illustrations de la méthode MLVA ont été réalisées en 1997 chez 
H. influenzae (203) et en 2000 chez B. anthracis (88). Ce dernier exemple est 
particulièrement intéressant du fait de la faible diversité au sein des souches de 
B. anthracis, espèce récemment impliquée dans le bioterrorisme. Les séquences 
répétées constituent une source de polymorphisme dans ce génome. De même, 
l’étude des répétitions en tandem dans le génome de Yersinia pestis, une autre 
espèce ré-émergente, a été initiée à cette période (1).
Mycobacterium tuberculosis est l’espèce bactérienne pour laquelle la MLVA a été le 
plus utilisée (211). Plusieurs nomenclatures ont été employées pour désigner les 
répétitions en tandem chez M. tuberculosis dont les ETR, Exact Tandem Repeats, et 
les MIRU, Mycobacterial Interspersed Repeats Units (55).
La MLVA a été appliquée au typage de plus d’une quarantaine d’espèces
bactériennes, citons par exemple S. aureus (165), Pseudomonas aeruginosa (135),
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Yersinia pestis (144), Neisseria meningitidis (179), Streptoccus pneumoniae (91),
Legionella pneumophila (61, 145), Mycoplasma pneumoniae (38), Clostridium difficile 
(112), Mycobacterium intracellulare (33).
! Application aux chlamydiae
!"#$ trachomatis
Le développement de la MLVA pour C. trachomatis est un des objets de notre travail, 
présenté dans nos résultats et soumis pour publication.
Une première technique de MLVA a été publiée par Pedersen et al. (140). Cette 
méthode est basée sur l’analyse de trois VNTRs, définis par le nombre de répétition 
d’un même nucléotide au sein d’un locus donné. Associée au séquençage du gène
omp1, cette technique a été appliquée sur divers échantillons cliniques positifs pour 
C. trachomatis et a permis notamment de confirmer ou non la transmission entre 
partenaires, d’évaluer la persistance d’une infection, et de démontrer le caractère 
clonal de l’infection due au nvCT appartenant au sérovar E. Les résultats obtenus ont 
montré qu’un même profil peut être attribué à des échantillons de différents 
génovars. Le séquençage du gène omp1 est donc une étape préalable indispensable 
à cette méthode de typage. 
Cette technique a ensuite été appliquée à 157 échantillons endocervicaux et une 
amplification de chacun des trois loci a été obtenue pour seulement 59 % (93/157) 
d’entre eux. Au sein du génovar E, le plus représenté, 17 profils différents ont été 
identifiés dont 10 n’étaient constitués que d’un seul échantillon (223).
L’inconvénient majeur de cette méthode est la difficulté d’interprétation des 
électrophorégrammes des séquences de chacun des trois loci. En effet, beaucoup 
de séquences présentent des ambiguïtés de lecture. Ceci se produit lorsque les 
répétitions contiennent au moins dix nucléotides consécutifs identiques et l'ambiguïté
augmente avec la longueur de la répétition (30). En conséquence, il est très difficile 
de déterminer la longueur de la répétition, la région flanquante en 3’ devenant 
illisible. L’interprétation des résultats est donc opérateur-dépendant et des erreurs 
peuvent être commises. Ceci rend peu reproductibles les résultats entre laboratoires.
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" C. psittaci et C. abortus
La première utilisation de la MLVA comme technique de typage pour les chlamydiae
a été récemment réalisée pour C. psittaci (99). Parmi 20 TRs identifiés, huit VNTRs 
discriminants et polymorphes, ont été utilisés pour le typage de 170 souches de 
C. psittaci. La taille du motif répété allait de six à 180 pb selon le VNTR. Vingt profils 
MLVA différents ont été trouvés, démontrant que la MLVA est une technique plus 
discriminante que le sérotypage et/ou le génotypage basé sur le gène omp1. Chez 
les patients atteints de psittacose, la MLVA a permis d’identifier la source de 
contamination aviaire, à l’inverse des autres méthodes de génotypage comme la 
PCR-RFLP ou le génotypage du gène omp1 (98).
Les mêmes auteurs ont utilisé la MLVA pour le typage de souches et d’échantillons 
cliniques de C. abortus (101). Trente-quatre TRs ont été identifiés, la taille des motifs 
répétés étant supérieure ou égale à six pb. Cinq VNTRs, polymorphes et 
discriminants, ont été utilisés pour le typage de 145 souches de C. abortus. La taille 
des motifs répétés variait de neuf à 28 pb et les VNTRs étaient répétés de une à trois
fois. Six profils MLVA ont été obtenus, regroupant, en partie, les souches selon leur 
origine géographique. La majorité des isolats appartenait au profil 2. Les souches du 
Royaume-Uni n’ont été retrouvées que dans les profils 4 et 5. Les souches 
françaises appartenaient toutes au profil 2, à l’exception d’un échantillon présentant 
le profil 1. Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre l’espèce animale ou la 
nature de l’infection et le profil MLVA. A noter que deux souches françaises, 
identiques en profil MLVA, présentaient des profils différents en AFLP. Le profil 6 
comportait uniquement les deux souches grecques LLG et POS. 
2.3 Méthodes avec séquençage
La disponibilité croissante des séquenceurs a permis l’essor des méthodes de 
génotypage basées sur le séquençage.
2.3.1 Séquençage du gène omp1
! C. trachomatis
Au niveau du gène omp1, la plupart des substitutions se situe au niveau des DV1, 
DV2 et DV4 qui portent les épitopes spécifiques d’espèces et de sérovars (222, 231).
Figure 11. Comparaison de la séquence du domaine variable 2 du gène omp1 de
souches de C. trachomatis de génovar L (187).
Comparaison de la séquence du DV2 pour les souches L1, L2, L2´, L2a, L3 et du variant L2b. Les 
nucléotides communs à toutes les séquences apparaissent en rouge. La substitution au sein de la 
souche L2b, comparée aux autres souches de LGV, est indiquée par la flèche surmontée du carré 
vert. Les acides aminés codés par chaque combinaison de substitutions sont indiqués.
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La séquence nucléotidique du gène omp1 des 19 sérovars est connue et accessible 
via les banques de données. Grâce au séquençage de ce gène, de nouveaux 
génovariants ont pu être identifiés, comme par exemple le génovariant Jv (125). De 
même, l’épidémie actuelle de LGV est due au variant d’une souche L2, appelé L2b. 
Ce génovariant présente une mutation A"G au sein du DV2 du gène omp1,
entraînant un changement d’acide aminé en position 162, Asp"Ser (Figure 11)
(187).
Le génotypage basé sur le séquençage du gène omp1 a été appliqué à tous types 
d’échantillons (uro-génitaux, ano-rectaux et conjontivaux), la sensibilité de la 
méthode étant augmentée par l’utilisation d’une PCR nichée. Ainsi, plusieurs études 
épidémiologiques ont montré que la séquence nucléotidique du gène omp1 est 
relativement conservée au sein du génovar E, alors que de nombreux génovariants 
ont été identifiés pour d’autres génovars, comme les génovars D/Da et G/Ga (86, 
107, 131, 132, 194).
! Autres espèces de chlamydiae
Chez C. psittaci, le séquençage du gène omp1 a permis l’identification d’un nouveau 
génotype, le génotype E/B, non détecté par sérotypage ou PCR-RFLP. La séquence 
du gène omp1 de ce génotype a montré une grande homologie avec celle des 
génotypes A, B et E (respectivement 97,3 %, 98,6 % et 99,5 %), et était caractérisée 
par l’association d’une guanine en position 1006 et 1021 et d’une cytosine en 
position 1022 (58).
C. pneumoniae est une espèce génétiquement très homogène (183, 184). Le 
séquençage du DV4 du gène omp1 de 10 souches d’origine vasculaire a permis de 
différencier les isolats en quatre génotypes, A, B, C et D. Par rapport aux séquences
de référence (génotype A), une mutation silencieuse a été identifiée chez les 
génotypes B et C, rencontrés respectivement chez une et deux souches. Le 
génotype D, comprenant quatre souches, présentait six mutations par rapport à la 
séquence de référence, entraînant quatre changements d’acides d’aminés. De plus, 
une infection mixte associant les génotypes A et D a été identifiée chez un patient 
(32). L’étude de quatre souches de C. pneumoniae isolées de koala a montré que 
celles-ci appartenaient aux génotypes A et D. 
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2.3.2 Typage par séquençage multilocus ou MLST
La méthode de MultiLocus Sequence Typing (MLST) est basée sur l’amplification par 
PCR puis le séquençage de gènes de ménage. De façon consensuelle, l’analyse 
d’une séquence interne de 350 à 600 pb de sept gènes a été adoptée par les 
utilisateurs. Les critères de choix des gènes reposent sur leur variabilité allélique,
l’absence de répercussions due à la pression de sélection du milieu extérieur et leur 
répartition homogène sur le chromosome. Ce sont pour la plupart des gènes codant 
pour des enzymes du métabolisme intermédiaire.
Principe
Au sein d’une même espèce et pour chaque locus étudié, toute mutation relevée 
dans la séquence définit un nouvel allèle ou variant allélique, auquel un numéro 
arbitraire est attribué. La combinaison des différents allèles fournit un profil allélique 
qui définit un type particulier pour chaque isolat ou Sequence Type (ST). La 
combinaison des allèles des différents gènes analysés est unique pour une souche 
donnée (109, 110).
Le grand nombre d’allèles à chaque locus définit de nombreux STs. Le procédé 
relativement lent d’accumulation de changements dans la séquence des gènes 
métaboliques au cours du temps rend cette méthode idéale pour les études 
d’épidémiologie globale (193).
Les séquences des gènes des souches ayant été typées ainsi que leurs 
caractéristiques (origine de la souche, nature de l’échantillon clinique, date 
d’isolement, sérovar, phénotype de résistance aux antibiotiques) sont déposées sur 
plus d’une trentaine de bases de données accessibles par internet, comme par 
exemple le site http.//www.mlst.net. Le profil d’une souche peut alors être comparé à 
celui de toutes les souches ayant déjà été déposées sur le site spécifique à l’espèce 
étudiée. Cette technique a été appliquée par différents laboratoires pour le marquage 
épidémiologique d’espèces virulentes et/ou multirésistantes pour lesquelles une 
grande partie du génome était déjà séquencée, comme N. meningitidis,
S. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis.
114
La MLST présente de nombreux avantages, comme le fait de pouvoir être 
directement réalisée à partir des échantillons cliniques. L’ensemble des informations 
concernant des souches isolées de régions voire de pays différents permet de faire 
un suivi précis et fiable de l’épidémiologie et de la diffusion d’une espèce 
bactérienne. Par exemple, il a été montré la faible variabilité génétique de 
N. meningitidis et la responsabilité d’un clone unique dans les micro-épidémies ; de
même, les souches invasives responsables de méningites ont pu être distinguées 
des souches associées à un portage sain (110).
Des études phylogénétiques peuvent être réalisées avec la MLST, permettant de 
bien comprendre les relations génétiques entre différentes souches d’une même
espèce bactérienne et l'importance de l’évolution due à des mutations ou des 
événements latéraux de transfert (66). Les données de MLST ont été également 
exploitées dans des investigations épidémiologiques, des études de biologie des 
populations et de pathogénicité des bactéries (109). Pour certaines espèces 
bactériennes, les gènes de ménage ne sont pas assez polymorphes pour donner des 
informations nécessaires pour distinguer les souches entre elles. Ainsi, une variante 
de la MLST, appelée Multi-Virulence-Locus Sequence Typing (MVLST) basée sur
l’utilisation de certains gènes de virulence seuls ou associés à des gènes de ménage
serait peut être une solution pour améliorer la discrimination entre les souches 
étudiées (195).
La MLST est une méthode lourde en termes de côut et de temps d’analyse. Pour 
faciliter l’analyse des données, des puces à ADN ont été développées (207).
! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
Trois techniques de MLST ont été développées pour C. trachomatis (36, 90, 137).
La première technique de MLST appliquée à C. trachomatis a été publiée par Klint et 
al. (90). Cette méthode ne respecte pas à proprement parler les règles de la MLST 
car elle est basée sur l’analyse de cinq régions hautement variables du génome de 
C. trachomatis. La taille des fragments amplifiés variait de 378 pb à 2377 pb. Trois 
de ces cibles codaient des protéines hypothétiques, les deux autres loci étaient 
localisés dans le gène hctB et le gène pbpB, codant respectivement la 
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protéine histone-like Hc2 et une protéine liant la pénicilline. Cette technique a été 
largement appliquée à diverses études épidémiologiques. Elle a récemment été 
utilisée pour le typage de souches de C. trachomatis provenant de 18 couples. Les 
souches de chacun des partenaires présentaient le même ST pour l’ensemble des 
couples étudiés, à l’exception d’un couple (16). Cette technique de MLST a 
également permis d’affirmer le caractère clonal de la souche nvCT responsable de 
l’épidémie suédoise et du variant L2b responsable de l’épidémie actuelle de LGV 
ano-rectale en Europe (28, 85). L’ensemble des données concernant cette technique
sont disponibles à l’adresse suivante http://mlstdb.bmc.uu.se. Actuellement, 721 
souches de C. trachomatis appartenant aux 19 sérovars ont été typées avec cette 
technique. Au total, 178 STs ont été identifiés, dont 102 ne sont constitués que d’une 
seule souche.
La deuxième technique de MLST a été développée par Pannekoek et al. et repose 
sur l’analyse de sept gènes de ménage (137). L’analyse de 26 souches de
C. trachomatis de différents sérovars a permis d’identifier 15 STs, répartis en trois
groupes principaux d’après les analyses phylogénétiques. Un premier groupe était 
constitué des souches uro-génitales appartenant aux sérovars E, D et F, sérovars les 
plus fréquemment rencontrés dans les IST. Le deuxième groupe comprenait les 
souches uro-génitales appartenant aux autres sérovars ainsi que les souches 
responsables du trachome. Enfin, les souches de sérovar L constituaient le troisième 
groupe au sein duquel était également incluse la souche B/TW-5 impliquée dans le 
trachome (137). Quatre nouveaux STs ont été décrits par l’analyse de 34 souches 
supplémentaires (78, 136). Cette technique a permis de mettre en évidence des 
évènements de recombinaison entre diverses souches au niveau de différents 
allèles. L’ensemble des données concernant cette technique sont disponibles à 
l’adresse suivante http://pubmlst.org/chlamydiales.
La troisième technique de MLST fut développée par Dean et al (36). Après 
comparaison de sept génomes de quatre espèces de chlamydiae (C. trachomatis,
C. muridarum, C. pneumoniae et C. caviae), sept gènes de ménage ont été 
sélectionnés, aucun n’étant commun avec la technique de MLST précédemment 
décrite. Les 87 isolats étudiés étaient répartis en 44 STs, 30 STs étant constitués
uniquement d’une seule souche. L’analyse phylogénétique a permis d’identifier trois
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groupes, similaires à ceux décrits par Pannekoek et al.. Le premier cluster était
composé des souches responsables du trachome (sérovars A, B, Ba et C) ainsi que 
des souches responsables d’IST non invasives (sérovars G, I, Ia, J, Ja, H, G, K). Le 
deuxième cluster était uniquement composé des souches de sérovar L, les souches 
L2b présentant un ST unique. Le troisième cluster réunissait les souches les plus 
fréquemment impliquées dans les IST non invasives (sérovars D, Da, E et F) (36).
Il est cependant important de noter que pour l’ensemble des trois techniques 
décrites, le séquençage du gène omp1 reste une étape indispensable à 
l’interprétation des résultats, des isolats possédant le même ST pouvant appartenir 
jusqu’à quatre génovars différents (36).
! Autres espèces de chlamydiae
La technique de MLST de Pannekoek et al. décrite dans le paragraphe précédent a
été utilisée pour le typage de C. pneumoniae, C. psittaci et C. abortus (136). Chez
C. pneumoniae, cette technique est très peu discriminante. Parmi 18 souches 
étudiées, dont 17 d’origine humaine et la souche LPCoLN isolée chez un koala, 
quatre STs ont été identifiés. Pour les souches humaines, cinq allèles étaient 
identiques, démontrant la grande homogénéité de cette espèce. La souche LPCoLN
présentait un ST unique, correspondant à la description de cinq nouveaux variants 
alléliques. Chez C. psittaci, parmi 34 isolats étudiés, 12 STs ont été identifiés. Ceux-
ci sont étroitement associés à l’espèce hôte (136). Concernant C. abortus, les 16 
souches étudiées étaient réparties en quatre STs. Les deux souches grecques LLG 
et POS présentaient un ST unique, en accord avec les résultats de la MLVA. La 
MLST a permis de différencier la souche vaccinale 1B de sa souche parentale AB7. 
Aucune corrélation entre le génotype des souches de C. abortus et l’espèce hôte n’a 
été mise en évidence (136). Les souches C. caviae GPIC, C. felis Fe/C-56 et 
C. pecorum E58 présentaient chacune un ST unique, spécifique d’espèce; 
cependant, ces données sont à confirmer par l’étude d’isolats supplémentaires. Pour 
chacun des sept gènes étudiés dans cette technique, il n’existait aucun allèle 
commun entre C. trachomatis, C. pneumoniae, C. psittaci C. abortus, C. caviae,
C. felis, C. muridarum et C. pecorum et l’analyse phylogénétique a permis d’obtenir
d’un arbre comparable à celui obtenu avec l’alignement des séquences 
nucléotidiques des ARNr 16S et 23S (136).
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C. pecorum est rencontré chez de nombreux ruminants, des porcs et des koalas 
dans plusieurs pays. Cette espèce est responsable de conjonctivites, 
encéphalomyélites, entérites, pneumopathies, polyarthrites et d’avortements. Elle est 
également fréquemment rencontrée dans l’intestin d’animaux sans signes cliniques 
associés (121). Dans le but d’identifier des marqueurs liés à la virulence de cette 
espèce, un système de MVLST a été développé sur 19 souches de C. pecorum.
Douze gènes ont été analysés : six gènes de virulence (omp1, incA, incB, incC, mip 
et copN), cinq gènes de ménage (recA, hemD, aroC, efp et gap), et un ORF663 
codant une protéine hypothétique qui inclut une séquence répétée codante (CTR) de 
15 nucléotides. Le système MVLST a permis de regrouper six des huit souches 
pathogènes dans un même groupe. Il est en général plus discriminant pour 
C. pecorum que le système MLST qui est basé seulement sur des gènes de 
ménage. Le gène omp1 était le gène le plus polymorphe et l'arbre phylogénétique 
basé sur ses séquences a classé les souches en quatre groupes avec des valeurs 
de bootstrap élevées. Le nombre de CTRs de l’ORF663 des souches pathogènes 
était généralement inférieur à celui trouvé dans les souches intestinales non 
pathogènes. Le système MVLST apparait être une méthode performante pour 
identifier les souches virulentes de C. pecorum. Les gènes omp1, incA et l’ORF663 
semblent être des bons marqueurs moléculaires pour les études épidémiologiques 
de C. pecorum (230).
2.3.3 Séquençage de génomes
En ayant accès à l’ensemble du contenu génétique des souches bactériennes, le 
séquençage de génomes est la méthode ultime de génotypage (138).
Durant ces dernières années, des techniques de séquençage à haut débit ont été 
développées (108, 114). Citons par exemple la technologie 454 (Roche) basée sur le 
pyroséquençage (111), la technologie SOLiD (Applied Biosystem) qui est une 
technique de séquençage par ligation et la technologie Illumina, SOLEXA basée sur 
le séquençage simultané d’un très grand nombre de petits fragments.
Tableau 2a. Souches de C. trachomatis dont le génome est séquencé                     
(Juillet 2011).
nd : non déterminé
Souche Sérovar Origine
N° accession 
GenBank
Taille du 
génome (pb)
Année Référence
A/Har-13 A conjonctive CP000051 1044459 2005 (23)
Jali20 B oeil FM872308 1 044 352 2009 (181)
TZ1A828/OT B oeil FM872307 1044282 2009 (181)
D/UW-3 D endocol AE001273 1042519 1998 (188)
Ds/2923 D endocol ACFJ01000001 1042757 2008 (191)
D-EC D
souche D/UW-3
après passage 
murin
CP002052 1042520 2008 (190)
E/11023 E endocol CP001890 1043025 2010 (81)
E/150 E rectum (!" CP001886 1042996 2010 (81)
E/Sweden2 E urètre (!" FN652779 1042839 2010 (200)
70 F nd ABYF01000001 1048006 2008 (191)
70s F nd ABYG01000001 1046064 2008 (191)
G/9768 G rectum (!" CP001887 1042810 2010 (81)
G/11222 G endocol CP001888 1042354 2010 (81)
G/11074 G rectum (!" CP001889 1042875 2010 (81)
G/9301 G urètre (!" CP001930 1042811 2010 (81)
6276 J endocol ABYD01000001 1043181 2008 (191)
6276s J endocol ABYE01000001 1043182 2008 (191)
L2/434/Bu L2 bubon (!" AM884176 1038842 2008 (198)
L2b/UCH-1 L2 rectum (!" AM884177 1038869 2008 (198)
L2tet1 L2
souche 
recombinante 
obtenue in vitro 
CP002024 1076624 2009 (192)
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La séquence des génomes de 20 souches de C. trachomatis (23, 81, 181, 188, 190, 
191, 192 , 198, 200 ), de cinq souches de C. pneumoniae (87, 128, 153, 183 ), sept 
souches de C. psittaci (64, 178, 182), deux souches de C. abortus (169, 199) et une 
souche de C. muridarum (153), C felis (8), C. pecorum (122) et C. caviae (154) sont 
disponibles à ce jour (Juillet 2011) et d’autres sont en cours de séquençage 
(tableaux 2a et 2b). Les caractéristiques génomiques des chlamydiae ont été 
détaillées dans le paragraphe 3.3.5 de la revue « Infections humaines à 
chlamydiae ».
Application du séquençage des génomes des chlamydiae à l’étude de la variabilité 
génomique
Chez C. trachomatis, la génomique comparative a permis de décrire les gènes 
communs à l’ensemble des souches étudiées et de rechercher des gènes impliqués 
dans le tropisme associé aux différents sérovars. Bien que responsables de 
pathologies très diverses, les génomes des différents sérovars sont relativement 
homogènes (23, 198, 200). L’analyse génomique comparative des différents 
sérovars ne met pas en évidence de polymorphismes génétiques susceptibles
d’expliquer le tropisme uro-génital, ano-rectal ou oculaire de ces souches ni la 
différence de pouvoir pathogène entre les souches L et les souches oculo-génitales 
(81, 84, 198, 200).
Le terme SNP désigne un changement de nucléotide à une position du génome, les 
insertions, délétions ou inversions n’étant pas considérées comme des SNPs (19).
L’accumulation récente de séquences de gènes ou de génomes bactériens ainsi que 
des données de variation intra-espèce pour différents gènes ont permis le 
développement du typage bactérien basé sur la détection de SNPs. Cette technique 
permet d’identifier des centaines voire des milliers de SNPs à l’intérieur d’une même 
espèce bactérienne. Certains SNPs sont peu fréquents et très stables chez certaines 
espèces dont le génome est très conservé. Cette rareté est utile pour identifier des 
grandes branches ou des positions clé dans la phylogénétique d’espèces 
homogènes comme B. anthracis (89).
Etude des SNPs
Le développement de nouvelles technologies permet le séquençage de plusieurs 
génomes d’une même espèce bactérienne afin de mieux cibler les zones 
Tableau 2b. Autres espèces de chlamydiae dont le génome est séquencé                                
(Juillet 2011).
.
Souche
N° accession 
GenBank
Taille du 
génome (pb)
Année Référence
C. abortus S26/3 CR848038 1144377 2005 (199)
C. abortus LLG
AFHM00000000
(draft)
1143519 2011 (169)
C. caviae GPIC AE015925 1173390 2003 (154)
C. felis Fe/C-56 AP006861 1166239 2006 (8)
C. muridarum MoPn/Nigg AE002160 1072950 2000 (153)
C. pecorum E58 CP002608 1106197 2011 (122)
C. pneumoniae J138 BA000008 1226565 2000 (183)
C. pneumoniae CWL029 NC000922 1230230 1999 (87)
C. pneumoniae AR39 AE002161 1229858 2000 (153)
C. pneumoniae TW183 NC_005043 1225935 2002 (128)
C. pneumoniae LPCoLN CP001713 1241024 2009 (128)
C. psittaci R1D FQ482149 1156417 2011 (182)
C. psittaci 6BC CP002586 1171667 2011 (64)
C. psittaci Cal10
AEZD00000000
(draft)
1169283 2011 (64)
C. psittaci C19/98 CP002804 1169374 2011 (178)
C. psittaci 01DC11 CP002805 1172197 2011 (178)
C. psittaci 02DC15 CP002806 1172182 2011 (178)
C. psittaci 08DC60 CP002807 1172032 2011 (178)
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polymorphiques (53). Ces méthodes permettent la recherche de SNPs sur 
l’ensemble du génome bactérien (69).
Pour les études de génotypage à grande échelle, il est nécessaire de recourir à une 
technologie à haut débit, simple, efficace et qui peut être automatisée. La détection 
de SNPs répond à ces critères. Une technique de regroupement phylogénétique ou 
« phylotyping » basée sur la détection de 13 SNPs a été développée et automatisée 
pour l’analyse d’isolats de E. coli et permet une parfaite classification des groupes et 
sous-groupes phylogénétiques (75). L’application d’un logiciel identifiant les SNPs
les plus informatifs dans les bases de données disponibles, comme celles de la 
MLST, a permis le développement d’une approche de détection de SNPs spécifiques 
pour des pathogènes tels que N. meningitidis ou S. aureus (157).
! C. trachomatis
Les génomes des sérovars A/HAR-13 et D/UW-3 ont 99,6 % d’identité génomique 
correspondant à l’identification de 3354 SNPs (23). La plupart de ces SNPs sont 
localisés au sein d’ORFs et de façon remarquable, 73 % des ORFs contiennent au 
maximum deux SNPs, démontrant l’extraordinaire degré d’identité entre ces deux 
génomes. Les gènes ompA et pmpF présentent le plus grand nombre de SNPs (23).
Divers SNPs ont été identifiés entre les souches L2 et L2b mais leur rôle précis dans 
la modification possible de l’expression de certains gènes doit être investigué (198).
! Autres espèces de chlamydiae
Les génomes de quatre souches humaines de C. pneumoniae (CWL029, AR39, 
J138 et TW-183) sont disponibles. Ceux-ci montrent une identité de séquence 
supérieure à 99 %, avec approximativement 300 SNPs entre ces génomes (128).
Une des hypothèses pour expliquer un tel degré de similitude est que C. pneumoniae
a été récemment transmis à l’homme, et que sa dissémination s’est faite rapidement 
aux seins des populations humaines, laissant peu d’opportunités aux changements 
génétiques. La souche de C. pneumoniae LPCoLN isolée d’un koala a récemment 
été séquencée (128). De taille légèrement supérieure à celle des souches d’origine 
humaine (environ 10 kp), cette souche présente une grande synténie avec les 
souches humaines. Cependant, un plus grand nombre de SNPs ont été identifiés 
entre la souche LPCoLN et la souche AR39, à savoir 6213. La distribution de ces 
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SNPs au sein de la souche LPCoLN par rapport aux isolats humains fournit des 
informations supplémentaires quant à l’origine zoonotique des souches humaines de 
C. pneumoniae. Ces SNPs sont répartis sur 10 principales régions, hautement 
variables, et qui sont susceptibles d'évoluer à des taux différents entre les souches 
d’origine humaine et de koala. Chez les souches humaines, la plupart des régions 
codantes au sein de ces régions sont tronquées ou fragmentées par rapport à la 
souche LPCoLN, suggérant un processus de « décomposition » des gènes associé à 
la perte probable de fonctions (119).
Le génotypage par SNPs a été réalisé pour C. pneumoniae (152). Au total, 232 
SNPs ont été sélectionnés et analysés sur deux souches animales et 36 isolats
humains provenant d’échantillons cliniques de différentes natures (respiratoire, 
vasculaire) et d’origine géographique variée. Quinze génotypes ont été identifiés, 
répartis en quatre groupes (groupes I à IV). Le groupe I était constitué uniquement 
des deux souches animales. Le groupe IV comprenait 28 isolats humains qui ne 
différaient au maximum que de cinq SNPs. De plus, 17 isolats étaient identiques en 
analyse SNPs, soulignant l’extraordinaire conservation génétique au sein de cette 
espèce. Les groupes identifiés n’étaient pas associés à un type d’échantillon ou une 
origine géographique. 
Le séquençage d’un nombre limité de gènes a suggéré une association entre 
diverses espèces hôtes et des génotypes de C. psittaci (136). Afin de mieux 
caractériser cette observation, les génomes de quatre souches de C. psittaci isolées 
d’hôtes différents (mouton, porc, bovin et homme) ont été séquencés puis comparés
(178). Les résultats de la génomique comparative ont montré un nombre similaire de 
régions codantes ainsi qu’une taille de génome équivalente, à l’exception de la 
souche porcine qui était plus petite. Ceci est du à l’absence d’une copie d’une 
protéine polymorphe de membrane, cette dernière étant dupliquée chez les trois 
autres souches. Un total de 152 SNPs et 72 insertions/délétions a été identifié entre 
ces quatre souches. Une étude plus approfondie de ces polymorphismes aidera à 
l’identification de facteurs génétiques pouvant influencer la pathogénicité et la 
spécificité d’hôte de C. psittaci.
Figure 12. Interprétation du génotypage de C. trachomatis par hybridation inverse 
sur bandelette (150).
A. Le contrôle interne (conjugate control) et chacune des 19 sondes (une sonde spécifique du 
plasmide cryptique, trois sondes spécifiques de sérogroupes et 15 sondes spécifiques de sérovars) 
sont indiqués à gauche. La lettre au dessus de chaque bandelette indique le sérovar identifié.
B. Exemples de résultats.
A
B
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2.4 Méthodes avec hybridation
Plusieurs modèles basés sur une technologie d’hybridation inverse ont été proposés 
pour le typage de C. trachomatis. Le gène omp1 était la cible de l’ensemble des 
techniques développées (17, 20, 47, 76, 123, 147, 149, 150, 164, 166-168, 228, 
232)..
2.4.1 Test d’hybridation moléculaire sur bandelette
Dans cette technique, l’identification des sérovars est réalisée grâce à des sondes 
spécifiques du DV2 du gène omp1 de chaque sérovar (Figure 12). Ce test permet 
d’identifier des infections multiples par différents sérovars. Le génotypage 
d’échantillons uro-génitaux, ano-rectaux et conjonctivaux a été réalisé par cette 
méthode (143, 147, 148, 150).
2.4.2 Les puces à ADN
Une puce à ADN de type microarray est une surface solide sur laquelle sont fixées 
des molécules qui sont le plus souvent des acides nucléiques : ARN, ADN, ADNc.
Cette technologie est basée sur le principe de l’hybridation inverse (Figure 13) (15).
Principe
Une technologie de microsphere suspension array a été développée. Elle utilise des 
microsphères ou microbilles en polystyrène et la détection est réalisée par un 
cytomètre en flux à deux lasers (Figure 14). Cette technologie permet de quantifier 
simultanément jusqu'à 100 paramètres dans un même puits (46).
Un microarray de tout le génome est un outil puissant pour investiguer les variations 
au niveau génomique et identifier les gènes associés aux sérotypes, à la virulence et 
à la résistance aux antibiotiques. Une des premières utilisations des microarrays a 
été le suivi et/ou la mesure de l’expression des gènes. L’introduction de ce type de 
technologie à haute densité est très intéressante pour scanner rapidement la 
diversité génétique d’un pathogène car elle détecte simultanément plusieurs 
centaines de gènes. Par exemple, une puce à ADN adaptée au typage par MLST de 
S. aureus montre des résultats reproductibles, échangeables entre laboratoires et 
complètement concordants avec l’analyse MLST conventionnelle (124).
Ces techniques présentent l’inconvénient d’être très coûteuses.
Figure 13. Principe de génotypage par microarray (15).
La technique consiste en une hybridation inverse : la sonde est fixée sur le support et la cible capturée 
est marquée par un fluorophore. L’excitation du fluorophore par un laser a pour effet l’émission d’un 
signal qui est quantifié si la cible est présente dans le milieu analysé.
Figure 14. Principe de génotypage par microsphere suspension array (68).
Exemple du génotypage du papillomavirus humain (HPV).
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! C. trachomatis
Application aux chlamydiae
Les puces à ADN ont été utilisées pour le génotypage de C. trachomatis. Toutes ces 
méthodes utilisaient des sondes spécifiques des DV1, DV2 et/ou DV4 du gène 
omp1. Des infections mixtes ont pu être détectées. Appliquées aux échantillons 
cliniques, ces techniques ont montré de bons résultats (76, 149, 164, 232).
! Autres espèces de chlamydiae
Une technique de microarray a permis la détection des neuf espèces de chlamydiae, 
C. trachomatis, C. pneumoniae, C. suis, C. muridarum, C. abortus, C. caviae, C. felis,
C. pecorum et C. psittaci ainsi que de Simkania negevensis et Waddlia chondrophila
(47, 166). Cette puce à ADN était constituée de sondes spécifiques d’un fragment du 
gène de l’ARNr 23S. Cette technique a été ensuite validée sur des échantillons 
animaux de diverses origines (écouvillons conjonctivaux, nasaux, placenta …) et des 
échantillons humains (urines, LBA, écouvillons pharyngés…) (17).
Les mêmes auteurs ont proposé un microarray composé de sondes d’hybridation 
spécifiques des DV1 et DV4 du gène omp1 pour le diagnostic et le génotypage de 
C. psittaci. La grande spécificité de la technique a permis la détection de SNPs. Des 
co-infections ainsi que de nouveaux génotypes, non détectés par PCR-RFLP, ont été 
identifiés (167, 168). Cette technique a également été appliquée à partir 
d’échantillons cliniques (168).
C. Analyse et interprétation des résultats obtenus par les marqueurs 
génotypiques
1. Les profils électrophorétiques
1.1 Analyse visuelle
L’analyse des profils électrophorétiques tels que ribotype, pulsotype (PFGE), AFLP, 
RAPD, doit permettre de classer ces profils en types clonaux et de comparer le 
degré de parenté parmi les isolats au sein et entre ces types clonaux.
Dans le cas d’enquête épidémique limitée à une trentaine d’isolats, une comparaison 
visuelle à partir d’un gel est suffisante. Lorsque les profils sont identiques, les isolats 
sont considérés de même type et la probabilité de clonalité est proportionnelle au 
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pouvoir discriminant de la méthode et à la rareté de ce type dans la population 
considérée. Lorsque les profils sont proches, l’interprétation est plus difficile. Pour le 
pulsotype, les critères de classification proposés par Tenover ont été rappelés plus 
haut.
Pour d’autres méthodes telles que ribotype et RAPD, il n’existe pas de règle 
générale d’interprétation et les discordances d’un seul fragment entre deux profils 
sont fréquemment jugées suffisantes pour classer des souches en types distincts. 
Ces critères demeurent souvent arbitraires et subjectifs, de telle sorte que les 
mêmes résultats peuvent être interprétés différemment par différents observateurs.
1.2 Analyse informatique
1.2.1 Principe
Lorsque le nombre de profils à analyser est grand, notamment lorsque le typage est 
répété pour un programme de surveillance épidémiologique, une analyse objective et 
quantitative nécessite un outil informatique. Il existe une diversité d’équipements et 
de logiciels commercialisés pour cette application. 
Les étapes de l’analyse des profils de typage moléculaire de type électrophorétique 
sont les suivantes : digitalisation de l’image, normalisation des profils, comparaison 
des profils, agrégation des profils et présentation arborée. 
La comparaison des profils d’empreintes moléculaires électrophorétiques utilise deux 
types de coefficient de similitude. Le coefficient de Pearson compare deux à deux la 
forme et l’aire sous la courbe de densité de gris de toute la piste. Ce type de 
coefficient est surtout utilisé pour les électrophorèses de protéines. Le coefficient de 
Dice compare les profils en attribuant un score fonction du nombre de fragments 
communs multipliés par deux et divisés par le nombre total de fragments dans les 
deux profils. 
1.2.2 Dendrogrammes
La base de données fournit, après comparaison deux à deux de tous les profils par 
l’un ou l’autre des coefficients de similitude, une matrice de ces similitudes ou 
distance. Différents algorithmes sont disponibles selon le logiciel pour construire une 
représentation graphique de ces matrices sous forme de dendrogramme. La 
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méthode de groupement par la distance moyenne ou UPGMA (Unweighted Pair 
Group Method using Arithmetic averages) est la plus courante et fournit l’image la 
plus fidèle de la matrice de distance.
D’autres méthodes d’agrégation comprennent la méthode de Ward, qui regroupe les 
profils en minimisant l’augmentation des variances intra-groupes et tend à surestimer 
la similitude entre profils éloignés. La méthode Neighbor-joining, habituellement 
utilisée en phylogénie, minimise la longueur totale des branches dont la partie 
horizontale mesure la distance entre les individus.
Les dendrogrammes sont très utiles pour reconnaître les groupes de profils similaires 
ou identiques. Il faut cependant éviter d’en déduire une signification phylogénétique, 
celle-ci nécessitant la mesure de distances dérivées de marqueurs indépendants, ce 
qui n’est pas le cas des profils de restriction.
2. Les séquences d’ADN
2.1 Comparaison des séquences d’ADN
La méthode la plus couramment utilisée pour comparer des séquences d’ADN 
consiste à les aligner et à calculer le pourcentage de similitude (ou de discordance) 
entre ces séquences. Celui-ci correspond au nombre de nucléotides identiques (ou 
différents) présents dans les séquences alignées divisé par le nombre total de 
positions correspondant à l’autre séquence.
Plusieurs logiciels sont utilisés pour l’analyse des séquences d’ADN et sont de 
différents types :
- des logiciels d’alignement de séquences comme les logiciels BLAST 
(National Center for Biotechnology Information) et MultAlign (CRBG Zurich, Suisse).
- des logiciels multi-fonctions comme BioNumerics (Applied Maths) et ClustalX 
qui permettent l’alignement de séquences et la construction de dendrogrammes de 
similitude.
- des logiciels appropriés pour une analyse particulière, comme pour la MLST, 
où la séquence consensus des gènes d’intérêt est comparée via internet, ce qui 
permet d’attribuer un ST et de soumettre de nouveaux STs pour une inclusion dans 
la base de données.
Figure 15. Exemples de représentation d’arbre selon un maximum de parcimonie ou
un minimum spanning tree (d’après le « Workshop Notes », International Training 
Workshop on BioNumerics, Applied Maths).
Dans la représentation avec le Maximum de Parcimonie, un cercle jaune correspond à un échantillon 
hypothétique représentant l’ancêtre commun et les cercles bleus correspondent aux échantillons de la 
série étudiée. Dans la représentation MST, seuls les échantillons de la série sont représentés.
 
Figure 16. Minimum spanning tree à partir des résultats de MLVA de 85 souches 
allemandes et sept souches de référence de N. meningitidis (179).
Chaque cercle représente un génotype MLVA et la taille du cercle est proportionnelle au nombre de 
souches. Les traits gras représentent les connexions entre les variants sur un seul locus (SLV), les 
traits fins, les variants sur deux loci (DLV), et les traits en pointillé relient les génotypes MLVA qui 
différent sur plus de deux loci. Les lettres dans les cercles représentent le sérogroupe des souches 
pour chaque génotype MLVA. Les couleurs des cercles indiquent les complexes clonaux MLST 
assignés sur le site MLST (http://pubmlst.org/neisseria). Les cercles blancs représentent les types de 
séquence pour lesquels aucun complexe clonal n’a été assigné sur le site MLST. Les halos entourant 
les différents génotypes MLVA représentent le regroupement de souches réalisés par l’analyse 
BioNumerics. Les génotypes regroupés par BioNumerics présentent des différences sur un seul des 
huit VNTR analysés.
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2.2 Représentations : maximum de parcimonie, arbre couvrant 
minimal, eBURST
Les approches basées sur une distance utilisent une mesure de distance ou de 
similarité afin de regrouper des séquences proches. Il existe des approches axées 
sur les caractères qui cherchent le meilleur arbre possible dans une topologie d’arbre 
étant donné un critère d’optimalité. Les critères les plus largement utilisés sont le 
maximum de parcimonie ou maximum Parsimony et l’arbre couvrant minimal ou
Minimum Spanning Tree (MST), pour lesquels on considère que le meilleur arbre est 
celui qui requiert le minimum de changements. Il existe des différences majeures 
entre les deux. Le maximum de parcimonie autorise l’introduction d’échantillons 
hypothétiques permettant de construire les branches internes de l’arbre tandis que 
les échantillons réels de la série de données occupent l’extrémité de la branche 
(Figure 15). Le MST, au contraire, requiert la présence de tous les échantillons dans 
la série de données pour construire l’arbre complet (Figure 16). Ce qui veut dire que 
lorsque le MST est utilisé dans les études d’évolution, il doit répondre à deux 
conditions. Premièrement, l’étude doit focaliser sur une petite durée de temps, 
assumant que toutes les formes ou états sont présents. Deuxièmement, il faut que la 
série de données échantillonnées soit assez complète pour permettre la construction 
d’un arbre correct.
Les arbres générés par ces deux méthodes sont différents. La méthode parcimonie 
suppose que deux échantillons ont évolué à partir d’un ancêtre commun ce qui 
donne un arbre dichotomique. En revanche, le MST choisit comme nœud-racine 
l’échantillon qui a le plus grand nombre d’échantillons liés et déduit les autres à partir 
de ce nœud. Cela a comme résultat un arbre en forme d’étoile. Chaque cercle 
correspond à un génotype. La taille du cercle est proportionnelle au nombre de 
souches de chaque type. La différence allélique entre deux génotypes voisins est 
généralement exprimée par un chiffre sur le trait reliant ces deux groupes. La 
distance entre chaque cercle est donc proportionnelle au nombre d’allèles qui 
diffèrent (Figure 16). Le MST permet une classification correcte des systèmes de 
population qui ont des taux de mutation ou de recombinaison élevés, c’est-à-dire qui 
comprennent un grand nombre de variants à un seul locus ou Single Locus Variant
(SLV) qui ont évolué à partir d’un type commun. Une application du MST est 
l’analyse des données de MLST et de MLVA.
Figure 17. Représentation des relations entre les génotypes de souches de 
S. aureus typées par MLST par l’algorithme BURST (51).
ST, « sequence type », MRSA, S. aureus résistant à la méticilline, MSSA, S. aureus sensible à la 
méticilline. 
La représentation « BURST » soutient l’hypothèse que le clone MRSA ST36 s’est diversifié en ST35 
et ST38 et a évolué à partir du clone MSSA ST30.
Figure 18. Représentation selon un diagramme eBURST d’une population de 
souches de S. aureus typées par MLST (50).
Les clusters de souches reliées entre elles correspondent à des complexes clonaux. Les souches 
« ancestrales » sont positionnées au centre et représentées en bleu, et les souches dérivées, « single 
locus variant », sont représentées en jaune. Seuls quelques STs sont signalés sur cette figure.
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Les techniques d’agrégation classiques, comme les dendrogrammes, procurent une 
mauvaise représentation des événements récents d’évolution. Une approche mieux 
adaptée, notamment pour les données de MLST, est l’algorithme BURST, Based
Upon Related Sequence Types, qui examine les relations entre génotypes très 
proches ou complexes clonaux. Les liens existant entre les différents génotypes au 
sein d’un complexe clonal peuvent être représentés de deux manières :
- une première version de BURST positionnait le complexe clonal par une 
succession de cercles concentriques où le génotype ancestral occupait le centre et 
les autres cercles englobaient tous les variants clonaux (Figure 17) (51).
- une version récente et plus conservatrice, le eBURST, montre le lien radial 
existant entre le génotype ancestral et chacun des SLV. Chaque génotype est 
représenté par un cercle dont la surface est proportionnelle à leur fréquence (Figure
18) (50). Le génotype ancestral indiqué en bleu est relié par un trait à chaque SLV 
représenté en jaune. L’avantage de ce nouvel algorithme est de diviser des grandes 
bases de données MLST en groupes de génotypes ou de complexes clonaux 
proches qui ne se chevauchent pas.
3. Logiciel BioNumerics
Le logiciel BioNumerics (Applied-Maths, Belgique) permet d’analyser différents types 
de données de typage ou de caractérisation génétique des pathogènes (séquences, 
profils de bandes, données biochimiques, spoligotyping, matrices de distances…). 
Parmi ses très nombreuses applications, ce logiciel permet la création de 
dendrogrammes ou de MST et le calcul rapide de l’index de diversité d’un marqueur.
D. Critères de performance des marqueurs
Un système de typage adéquat pour les applications épidémiologiques doit répondre 
à un certain nombre de critères.
1. Typabilité
La typabilité, ou capacité de typage, est la proportion des souches au sein d’une 
espèce qui produisent un résultat interprétable et sont ainsi classées dans un type 
par les marqueurs utilisés. Idéalement, toutes les souches d’un échantillon devraient 
être typées. La typabilité est habituellement complète par les méthodes de typage 
génotypique.
Figure 19. Marqueurs génétiques et leur pouvoir discriminant au sein d’une espèce 
bactérienne (114).
Représentation schématique des différents niveaux de résolution au sein d’une espèce bactérienne
par diverses méthodes de génotypage. Le séquençage de l’ADNr 16S est la méthode de référence
pour différencier des espèces au sein d’un genre bactérien. Basée sur l’analyse d’un seul gène, cette 
méthode manque de pouvoir discriminant pour différencier des bactéries au sein d’une espèce. Les 
méthodes basées sur l’analyse d’une dizaine de loci répartis sur l’ensemble du génome bactérien,
comme la méthode phénotypique MLEE (MultiLocus Enzyme Electrophoresis) ou la MLST permettent 
une résolution intra-espèce plus fine en définissant des types électrophorétiques (ET) et des ST. Elles 
définissent aussi des « clusters » de types regroupés en complexes clonaux (clonal complex). Par 
l’analyse des SNPs sur une centaine de loci ou par des MLST étendues (eMLST) analysant d’autres 
gènes que les gènes de ménage, il est possible d’augmenter la résolution du typage en définissant 
des haplotypes au sein de l’espèce. Enfin, différents gènes codant des antigènes protéiques ont des 
distributions alléliques ne corrélant pas avec les classifications MLST et seul le séquençage complet 
des génomes permettra de détecter toutes les variations génétiques non clonales qui contribuent à la 
structure fine d’une population bactérienne.
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2. Reproductibilité
C’est la capacité d’une technique à classer dans le même type une même souche 
testée de façon répétée. En pratique, elle doit être supérieure à 95 %.
3. Stabilité
C’est la conservation biologique des marqueurs utilisés pour définir le type, durant la 
réplication et la conservation bactérienne in vitro, la réplication et la persistance chez 
l’hôte ou dans l’environnement. L’apparition de variations des marqueurs suite à la 
micro-évolution subclonale n’est qu’un obstacle relatif pour autant que la 
quantification des divergences permette de distinguer des isolats d’origine 
indépendante. 
4. Pouvoir discriminant
Le pouvoir discriminant d’un marqueur est sa capacité à différencier des souches a
priori non liées épidémiologiquement. Il peut être apprécié par l’index de 
discrimination ou de diversité, proposé par Hunter et Gaston (77), qui définit la 
probabilité qu’ont deux souches non reliées d’être placées dans deux types distincts. 
En pratique, un système, ou une combinaison de systèmes, est valable s’il offre un 
pouvoir discriminant supérieur à 95 %, ce qui correspond à un index de diversité 
entre 0,95 et 1. Ce niveau correspond à un risque acceptable de 5 % d’erreur de 
type I, c’est-à-dire de probabilité de classement incorrect d’isolats non liés 
épidémiologiquement dans le même type. La Figure 19 représente le pouvoir 
discriminant des principales méthodes de génotypage décrites dans ce chapitre. De
façon générale, ces méthodes ne doivent pas être uniquement discriminantes, elles 
doivent aussi être informatives et reproductibles.
5. Concordance épidémiologique
C’est la probabilité de classer dans le même type les isolats provenant d’une 
épidémie. Cette probabilité peut être estimée par l’analyse en aveugle de plusieurs 
séries de souches provenant d’épidémies bien documentées par des enquêtes 
épidémiologiques. La concordance épidémiologique dépend, d’une part, de la 
stabilité des marqueurs au sein d’une population humaine infectée et des vecteurs 
de transmission, et d’autre part de l’adéquation des critères d’interprétation de 
différences mineures utilisées pour définir le type 
Tableau 3. Comparaison des performances des principales méthodes de 
génotypage (adapté d’après la référence 204).
Méthode 
de typage
Typabilité Reproductibilité
Pouvoir 
discriminant
Facilité 
d’interprétation
Coût
PFGE excellente excellente excellent bonne élevé
RFLP excellente variable variable passable modéré
PCR-RFLP bonne bonne variable bonne modéré
Ribotypage excellente excellente variable bonne modéré
RAPD bonne faible faible faible modéré
AFLP excellente bonne excellent passable élevé
MLST excellente excellente
bon à 
excellent
excellente élevé
SNPs excellente excellente excellent excellente élevé
MLVA excellente excellente excellent excellente modéré
Puce à 
ADN
excellente excellente
bon à 
excellent
excellente
très 
élevé
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rétrospective est le meilleur moyen empirique pour calibrer la définition des types à 
l’aide d’une nouvelle méthode de typage avant son application ultérieure aux 
enquêtes épidémiques.
6. Choix et validation des marqueurs
D’une manière générale, aucun système de typage n’offre de performance idéale. Il 
est habituellement souhaitable de combiner deux voire trois systèmes utilisant des 
marqueurs indépendants pour obtenir une classification clonale fiable. Pour l’enquête 
épidémique, la rapidité à produire des résultats est souvent importante. La simplicité 
de la technique et la facilité d’interprétation des résultats doivent être prises en
considération, de même que les coûts d’équipement et de réactifs.
E. Comparaison des performances des méthodes de génotypage
Les comparaisons des performances des différentes méthodes de génotypage sont 
représentées sur le Tableau 3 (204). La Figure 20 replace au sein du génome 
quelques méthodes de typage basées sur l’analyse d’un gène (ARNr 16S par 
exemple) et celles basées sur l’ensemble du chromosome (MLST, SNPs par 
exemple) (114).
Figure 20. Couverture du génome par les méthodes génotypiques (114).
Schématisation du génome de base (core genome) bactérien, qui comprend l’ensemble des gènes
partagés par toutes les souches d’une espèce bactérienne, ces gènes codant des protéines
impliquées dans des fonctions essentielles comme la réplication, la transcription et la traduction.
Schématisation du génome non indispensable (dispensable genome), qui comprend des gènes 
codant des protéines facilitant l’adaptation bactérienne. Sont aussi représentées la couverture du 
génome par l’analyse de l’ARNr 16S, la MLST et la détermination de SNPs. Les deux dernières 
méthodes analysent l’ensemble du chromosome à la différence de la première n’analysant qu’un 
gène.
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III. CHLAMYDIAE ET ANTIBIOTIQUES
La sensibilité et la résistance aux antibiotiques des chlamydiae ont été détaillées 
dans le paragraphe 6.1.6 de la revue « Infections humaines à chlamydiae »
présentée dans l’étude bibliographique.
L’étude de la sensibilité des chlamydiae aux antibiotiques n’est pas aisée et n’est pas 
réalisée en routine. Elle est classiquement évaluée par la détermination de la CMI 
définie comme la dernière dilution d’antibiotique qui inhibe la formation de toute 
inclusion visible au microscope à fluorescence. Cette lecture, qui manque de 
standardisation est très subjective. Nous avons mis au point une technique de PCR 
en temps réel permettant une détermination objective, reproductible et précise de la 
CMI d’un antibiotique donné vis-à-vis de C. trachomatis. Ce travail a fait l’objet d’une 
publication présentée dans le chapitre des résultats. Il est important d’utiliser une 
méthode fiable pour étudier l’activité de nouvelles molécules mais aussi pour exercer 
une surveillance épidémiologique de l’activité des antibiotiques couramment utilisés.
En effet, d’après les données de la littérature, environ 10 à 13 % des échantillons 
positifs à C. trachomatis le restent après traitement, pouvant suggérer un échec 
thérapeutique (9, 215).
La résistance acquise aux antibiotiques est controversée chez les chlamydiae. Des 
échecs thérapeutiques ont été attribués à la présence de souches de C. trachomatis
montrant une résistance hétérotypique à plusieurs antibiotiques. Cette résistance 
concernait un petit nombre d’organismes qui perdaient leur résistance in vitro ou qui 
n’étaient pas viables. Des souches résistantes aux macrolides par mutations des 
gènes cibles ont été rendues responsables d’échecs thérapeutiques (118). Chez 
C. suis, une résistance stable homotypique aux tétracyclines due à l’acquisition d’un 
gène tet(C) a été décrite (43-45, 103). In vitro, l’induction de la résistance est 
possible par pression de sélection avec des antibiotiques mutagènes et très 
récemment, des expériences de recombinaison et de transfert génétique ont été 
réalisées (173).
De nombreuses études suggèrent que les phénomènes de recombinaison ne sont 
pas rares chez les chlamydiae (173). Cependant, il existe une grande synténie entre 
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leurs génomes et très peu d’éléments extra-chromosomiques ou d’îlots génomiques 
ont été identifiés (160). Les expériences de recombinaison ou d’échanges 
génétiques sont relativement difficiles à réaliser chez les chlamydiae. Récemment, 
des progrès ont eu lieu dans ce domaine. Demars et al. ont utilisé des mutants 
résistants aux antibiotiques obtenus in vitro pour développer un système artificiel 
permettant d’étudier le transfert latéral de gène et la recombinaison (39, 40). La co-
infection de deux souches parentales résistantes aux antibiotiques de C. trachomatis
a permis la sélection de souches filles doublement résistantes, portant les marqueurs 
génétiques de résistance de chacune des souches parentales. Ainsi, une souche de 
C. trachomatis de sérovar L1 résistante à l’ofloxacine et présentant la mutation 
T249G au sein du gène gyrA et une souche de C. trachomatis de sérovar D 
résistante à la rifampicine et portant la mutation C1400T au sein du gène rpoB ont 
été co-cultivées en présence d’ofloxacine et de rifampicine. Une souche de 
C. trachomatis de sérovar D résistante à ces deux antibiotiques et portant les deux 
mutations décrites dans chaque souche parentale a été obtenue. Plusieurs 
arguments supportent l’hypothèse d’un mécanisme de transfert latéral de gène pour 
l’acquisition de cette double résistance plutôt que l’apparition de mutations 
spontanées. Tout d’abord, la résistance aux antibiotiques était stable chez les 
recombinants cultivés en présence et l’absence d’antibiotiques. De plus, le 
séquençage de gènes hautement polymorphes (omp1, murA, pmpC, trpA, incA, ribF 
et recF) et des gènes mutés rpoB et gyrA a été utilisé pour obtenir une estimation 
grossière du génome des clones recombinants et estimer la taille et la composition 
de l’ADN transféré. Les auteurs ont ainsi montré que de grands fragments 
génomiques, de 123 à 790 kpb, ont été échangés. Il reste cependant difficile 
d’identifier la souche donneuse et la souche réceptrice dans ce type d’expérience. 
Suchland et al. ont utilisé comme outil principal de sélection le marqueur de 
résistance à la tétracycline de C. suis issu d’une acquisition horizontale et ont 
recherché les sites de recombinaison chez les souches filles recombinantes (192).
Les auteurs ont montré un transfert du marqueur de résistance à la tétracycline de 
C. suis à diverses souches de C. trachomatis et C. muridarum. Le transfert de ce 
marqueur de résistance implique l’insertion d’un fragment d’ADN de 40 à 100 kpb au
sein du génome de la souche receveuse.
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La première expérience de transformation in vitro par électroporation chez les 
chlamydiae a été récemment publiée (13). Par cette technique, Binet et al. ont 
obtenu des mutants résistants à différents antibiotiques. Le gène de l’ARNr 16S de
C. psittaci portant des mutations associées à la résistance à deux antibiotiques de la 
famille des aminosides, la spectinomycine et la kasugamycine, a été utilisé pour 
construire différents plasmides. Ces derniers ont été amplifiés chez une souche de
E. coli déficiente en méthylase, puis introduits par électroporation chez C. psittaci.
Les souches ont ensuite été cultivées en présence de spectinomycine et 
kasugamycine et les mutants transformants obtenus purifiés. La résistance acquise 
était stable, les mutants transformants pouvant survivre après plusieurs passages en 
culture en présence et en l’absence d’antibiotiques. Le séquençage de l’ARNr 16S 
des transformants a confirmé que la résistance était due à l’ADN plasmidique 
introduit par électroporation. L’utilisation de séquences plasmidiques homologues de 
1,5 à 8 kpb a permis de montrer que la taille des régions impliquées dans le 
phénomène de recombinaison variait de 0,4 à 1 kpb.
L’ensemble des données concernant la distribution de la résistance naturelle et 
acquise in vitro aux antibiotiques chez les chlamydiae est rassemblé dans le Tableau 
4 (173).
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RESULTATS
Résultats des travaux
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Je suis l’investigateur principal du PHRC intitulé « Etude de la prévalence et des 
facteurs de risque des infections à Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma genitalium chez les femmes enceintes 
suivies au CHU de Bordeaux » (acronyme MATIST) accepté dans le cadre de 
l’appel d’offre interne 2010 de la recherche clinique du CHU de Bordeaux. 
Le résumé du protocole et les résultats préliminaires sont présentés ci-dessous. Le 
protocole complet se trouve en annexe.
! JUSTIFICATION / CONTEXTE
Résumé du protocole
Les IST dues à C. trachomatis et N. gonorrhoeae sont connues depuis longtemps et 
sont en nette progression. Depuis quelques années, M. genitalium est une cause 
reconnue d’urétrite sexuellement transmissible chez l’homme. Chez la femme, 
M. genitalium peut être responsable de cervicites muco-purulentes et d’urétrites mais 
aussi d’infections génitales hautes à type d’endométrites et de salpingites. 
Concernant les infections à C. trachomatis, les récentes études épidémiologiques 
montrent une prévalence allant de 1,5 % dans la population générale à 15 % dans 
les centres à vocation de dépistage des IST (11, 35, 62).
En revanche, les données épidémiologiques disponibles en France ne permettent 
pas d’estimer la prévalence des infections à N. gonorrhoeae en population générale 
ou dans des sous-populations (71). Il est de même pour M. genitalium.
Quelques études de la littérature ont évalué la fréquence des infections génitales à 
C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium chez la femme enceinte. 
Ces études soulignent le caractère souvent asymptomatique de ces infections. 
L’infection à C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae chez une femme enceinte peut 
entrainer la contamination du nouveau-né essentiellement à la naissance, se 
manifestant par une conjonctivite et/ou une infection respiratoire. C. trachomatis est
la cause la plus fréquente de conjonctivites néonatales (50 % à 75 % des cas) et il 
est également responsable de 6 % à 30 % des infections respiratoires basses du 
nourrisson. De plus, C. trachomatis peut être responsable de menace 
d’accouchement prématuré (MAP) et de rupture prématurée des membranes (RPM)
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(10). Le pouvoir pathogène de M. genitalium chez le nouveau-né n’est peu ou pas 
connu. La seule façon de prévenir l’infection du nouveau-né est le dépistage chez les 
femmes enceintes. A notre connaissance, aucune étude analysant la prévalence des 
infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium n’a été réalisée chez 
des femmes enceintes en France métropolitaine.
!OBJECTIFS
L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence des infections à 
C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les femmes enceintes suivies 
au CHU de Bordeaux. L’objectif secondaire est d’identifier les facteurs de risque 
sociodémographiques, cliniques et comportementaux (âge, pays de naissance, statut 
marital, situation professionnelle, symptômes cliniques, antécédents gynécologiques, 
associations à d’autres IST, comportement à risque) associées à ces IST.
! SCHEMA DE LA RECHERCHE
Il s’agit d’une étude épidémiologique transversale, prospective avec bénéfice direct 
basée sur la recherche par PCR en temps réel de C. trachomatis, N. gonorrhoeae et 
M. genitalium chez les femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux.
Dans le cadre de cette étude, aucun prélèvement supplémentaire ne sera réalisé 
chez la patiente. Les PCR en temps réel seront faites à partir du premier 
écouvillonnage vaginal réalisé dans le cadre de la consultation gynécologique de 
suivi de la grossesse. Cette recherche sera accompagnée d’un recueil de données 
épidémiologiques afin d’identifier des facteurs de risque sociodémographiques, 
cliniques et comportementaux d’acquisition d’une IST chez les femmes enceintes. 
Un résultat positif en PCR pour C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou 
M. genitalium sera immédiatement communiqué au gynécologue. Celui-ci assurera la 
prise en charge médicale usuelle de la patiente et de son partenaire. Une 
antibiothérapie basée sur les recommandations thérapeutiques en vigueur 
(recommandations de l’AFSSAPS, Octobre 2008) sera prescrite, le traitement de ces 
infections faisant appel à des molécules autorisées chez la femme enceinte. 
Cette étude sera réalisée conjointement par les Services de la Maternité et le 
laboratoire de Bactériologie du CHU de Bordeaux, et l’USC Infections humaines à 
mycoplasmes et à chlamydiae de l’Université Bordeaux Segalen hébergeant le CNR 
des infections à chlamydiae.
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!CRITERES D’INCLUSION
- Patientes âgées de plus de 18 ans.
- Femmes enceintes suivies à la maternité du CHU de Pellegrin pour lesquelles le 
premier écouvillonnage vaginal réalisé habituellement par le gynécologue dans le 
cadre du suivi de la grossesse correspond à celui réalisé:
- dans le cadre du dépistage recommandé selon l’Agence Nationale 
d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES) de S. agalactiae (streptocoque B) 
entre la 34ème et la 38ème semaine d’aménorrhée chez les patientes présentant une 
grossesse normale.
- lors de la consultation posant le diagnostic de RPM ou MAP pour les 
patientes présentant une grossesse pathologique à risque infectieux bactérien.
- dans le cadre d’une consultation motivée par l’apparition de symptômes 
faisant suspecter une infection génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une 
infection uro-génitale chez son partenaire.
- Patientes informées de l’étude et ayant donné leur consentement oral.
!CRITERES DE NON INCLUSION
- Patientes âgées de moins de 18 ans.
- Prise d’antibiotiques dans les trois dernières semaines (macrolides, béta-
lactamines).
!NATURE DES SOINS COURANTS EVALUES DANS LA RECHERCHE
Pour cette étude, aucun prélèvement biologique supplémentaire n’est réalisé chez la 
patiente. En effet, les PCR en temps réel seront faites à partir du premier 
écouvillonnage vaginal réalisé dans le cadre de la consultation gynécologique de 
suivi de la grossesse :
- soit du dépistage de S. agalactiae entre la 34ème et la 38ème semaine 
d’aménorrhée selon les recommandations de l’ANAES pour les patientes 
présentant une grossesse normale.
- soit du diagnostic de grossesse pathologique à risque infectieux bactérien 
(RPM, MAP).
- soit du diagnostic d’une infection génitale chez la patiente symptomatique.
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!CRITERES D’EVALUATION
La présence de C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium sera 
affirmée par un résultat positif en PCR en temps réel spécifique de chacune de ces 
trois espèces. 
La recherche de C. trachomatis et N. gonorrhoeae sera réalisée sur l’automate 
Cobas® 4800 (Roche) avec utilisation d’une trousse commercialisée (certification 
CE). M. genitalium sera détecté par une technique de PCR en temps réel publiée, 
utilisée en routine pour le diagnostic des infections à M. genitalium au laboratoire de 
Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin, sur l’automate AbiPrism 7000 (Applied 
Biosystems).
! TAILLE D’ETUDE
1000 inclusions
!NOMBRE PREVU DE CENTRES
Un site du CHU de Bordeaux : la Maternité de l’hôpital Pellegrin
!DUREE DE LA RECHERCHE
- Durée de la période d’inclusion : 6 mois
- Durée de participation par patient : 1 jour
- Durée totale de la recherche : 9 mois (6 mois d’inclusion + 3 mois d’analyses des 
données)
! ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES
- Evaluation de la prévalence des trois IST bactériennes étudiées. Les prévalences 
seront décrites avec leur intervalle de confiance à 95 %.
- Recherche de facteurs de risque sociodémographiques, cliniques et 
comportementaux d’acquisition d’une IST (âge, pays de naissance, statut marital, 
situation professionnelle, antécédents gynécologiques, symptômes cliniques, 
associations à d’autres IST, comportement à risque) chez la femme enceinte. Les 
facteurs de risque seront identifiés par comparaison des caractéristiques des 
patientes infectées ou non par C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou 
M. genitalium. Des modèles de régression seront envisagés pour étudier le rôle 
propre des différents facteurs de risque.
Figure 21. Suivi des inclusions dans l’étude MATIST.
Figure 22. Répartition de l’âge des femmes enceintes dans l’étude MATIST.
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Une évaluation intermédiaire de la prévalence des trois IST sera réalisée après 
l’inclusion de 250 patientes. Elle déterminera la pertinence de la poursuite de l’étude.
!RETOMBEES ATTENDUES
- Elaboration de recommandations concernant la recherche des IST bactériennes 
(hors syphilis) chez la femme enceinte.
- Prise en charge médicale des femmes enceintes pour lesquelles une infection à 
C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium est diagnostiquée, selon les 
traitements antibiotiques recommandés et autorisés chez la femme enceinte.
- Prévention de la conjonctivite et de la pneumopathie du nouveau-né.
- Valorisation par publication.
Le protocole s’est déroulé du 02 janvier au 30 juin 2011. Les inclusions ont eu lieu du 
11 janvier au 28 juin 2011. Au total, 1062 patientes étaient éligibles. Parmi elles, 44 
ont refusé de participer à l’étude et dans 12 cas le prélèvement vaginal n’a pas été 
réalisé lors de la consultation. Notre étude a été très bien acceptée par les patientes 
avec seulement 4,2 % (44/1062) de refus. Au total, 1006 patientes ont été incluses 
(Figure 21). La médiane d’âge était de 29,5 ans, avec des extrêmes de 18 à 44 ans
(Figure 22). Plus précisément, 16,5 % (166/1006) des patientes étaient âgées de 18 
à 24 ans, 31,5 % (317/1006) étaient âgées de 25 à 29 ans et 52 % (523/1006)
étaient âgées de plus de 30 ans. Pour 93,6 % (942/1006) des patientes, le 
prélèvement a été réalisé lors de la consultation du 8ème mois de grossesse. Dans
5,9 % (59/1006) des cas, les patientes incluses étaient hospitalisées pour RPM ou 
MAP et 0,5 % (5/1006) ont été incluses lors d’une consultation aux urgences 
gynécologiques de la Maternité du CHU de Bordeaux.
Résultats préliminaires 
Concernant les résultats biologiques, 25 échantillons étaient positifs pour 
C. trachomatis et huit pour M. genitalium, soit respectivement une prévalence de 
2,5 % et 0,8 % (Tableau 5). Tous les échantillons étaient négatifs pour 
N. gonorrhoeae.
Tableau 5. Prévalence de l’infection à C. trachomatis et M. genitalium en fonction de 
l’âge dans l’étude MATIST.
Age
Nombre 
d’échantillons
testés
Prévalence de 
l’infection à 
C. trachomatis
Prévalence de 
l’infection à 
M. genitalium
18 – 44 ans 1006 2,5 % (25/1006) 0,8 % (8/1006)
18 – 24 ans 166 7,9 % (13/166) 2,4 % (4/166)
25 – 29 ans 317 1,3 % (4/317) 0,6 % (2/317)
! 30 ans 523 1,5 % (8/523) 0,4 % (2/523)
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Dans le groupe des patientes âgées de 18 à 24 ans, la prévalence de l’infection à 
C. trachomatis était de 7,9 % (13/166) (Tableau 5). Une prévalence plus faible et
équivalente était rencontrée dans le groupe des 25-29 ans et le groupe des plus de
30 ans, respectivement 1,3 % (4/317) et 1,5 % (8/523). De façon similaire, la 
prévalence de l’infection à M. genitalium était la plus élevée dans le groupe des 18-
24 ans, à savoir 2,4 % (4/166). Dans le groupe des 25-29 ans et le groupe des plus 
de 30 ans, la prévalence était respectivement de 0,6 % (2/317) et 0,4 % (2/523).
Aucune infection mixte n’a été détectée.
La majorité des patientes présentant une infection à C. trachomatis ou M. genitalium
était asymptomatique. Une seule patiente symptomatique, incluse lors de la 
consultation aux urgences de la Maternité, était positive pour C. trachomatis. Deux 
patientes présentant l’une, une infection à M. genitalium, et l’autre, une infection à 
C. trachomatis, étaient hospitalisées pour RPM ou MAP. 
Les cahiers d’observation et les auto-questionnaires, permettant de relier les 
résultats microbiologiques aux données sociodémographiques, cliniques et 
comportementales, sont en cours d’analyse.
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ARTICLE 1
MLVA subtyping of serovar E Chlamydia trachomatis
individualizes the Swedish variant and anorectal isolates 
from men who have sex with men
Olivia Peuchant, Chloé Le Roy, Björn Herrmann, Maithé Clerc,                       
Cécile Bébéar and Bertille de Barbeyrac
Article soumis à PLoS ONE
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Dans cette étude nous rapportons le développement d’un schéma MLVA pour le 
typage moléculaire de C. trachomatis de sérovar E, sérovar responsable de plus de 
40 % des IST à C. trachomatis et de 10 % des ano-rectites chez les patients
homosexuels en France. L’analyse du génome de 5 sérovars de C. trachomatis
(A/HAR-13, D/UW-3, L2 434/Bu, L2b/UCH-1/proctitis et E/Sweden2) a permis de 
sélectionner 202 VNTRs potentiels. Parmi eux, seulement cinq étaient polymorphes 
et discriminants, et donc retenuspour la MLVA. Cette méthode, appelée MLVA-5, a 
été mise au point sur des isolats cliniques puis a été appliquée directement aux 
échantillons cliniques. Les cinq VNTRs ont été multiplexés en une PCR triplex et une 
PCR duplex utilisant des amorces marquées permettant une analyse par 
électrophorèse capillaire. Cette méthode a été appliquée à une collection de 146 
souches et 74 échantillons cliniques de C. trachomatis sérovar E. Vingt-cinq types 
MLVA-5 ont été identifiés. Les résultats obtenus ont montré une parfaite 
concordance génotypique entre les isolats et échantillons concomitants et 
séquentiels d’un même patient. Un cas de nouvelle infection a été identifié chez 
seulement un patient. Nous avons montré que pour cinq patients, les échantillons 
positifs pour C. trachomatis avant et après traitement présentaient le même type 
MLVA-5. L’ensemble des souches et échantillons ano-rectaux provenant de patients 
homosexuels présentait le même type MLVA-5 E-21, suggérant une dissémination 
clonale. De la même façon, la MLVA-5 a confirmé l’origine clonale de l’épidémie due 
au nouveau variant suédois de C. trachomatis, toutes les souches présentant le 
même et unique type E-14.
Avant propos
Pour 43 isolats, la MLVA-5 a été comparée à trois autres méthodes de typage, à 
savoir la recherche de SNPs par séquençage du gène omp1, la MLST développée 
par Klint et al. et une technique de MLVA basée sur le nombre de répétitions d’un 
même nucléotide au sein de trois loci cibles (MLVA-3). L’index de diversité de la 
MLVA-5 était de 0,913, comparé à 0,048 pour le séquençage du gène omp1, 0,860 
pour la MLST et 0,622 pour la MLVA-3.
La MLVA-5 représente un outil intéressant pour le typage moléculaire de 
C. trachomatis sérovar E. Elle présente l’avantage d’être simple à mettre en œuvre,
applicable directement à partir des échantillons cliniques et associée à une facilité 
d’interprétation des résultats.
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ABSTRACT
This study describes a new multilocus variable number tandem-repeat (VNTR) 
analysis (MLVA) typing system for the discrimination of Chlamydia trachomatis
serovar E strains which predominate in most populations worldwide. This system
does not require culture and therefore can be performed directly on DNA extracted 
from positive clinical specimens. Our method was based on GeneScan analysis of 
five VNTR loci labeled with fluorescent dyes by multiplex PCR and capillary 
electrophoresis. This MLVA, called MLVA-5, was applied to a collection of 146 
genovar E isolates and 74 clinical C. trachomatis E-positive specimens obtained from 
166 patients and resulted in 25 MLVA-5 types. The genetic stability of the MLVA-5
scheme was assessed for results obtained both in vitro by serial passage culturing 
and in vivo using concomitant and sequential isolates and specimens. All anorectal 
isolates from men who have sex with men exhibited the same MLVA-5 type, 
suggesting clonal spread. In the same way, we confirmed the clonal origin of the 
Swedish new variant of C. trachomatis. The MLVA-5 assay was compared to three 
other molecular typing methods, ompA gene sequencing, multilocus sequence typing
(MLST) and a previous MLVA method called MLVA-3, on 43 genovar E isolates. The
discriminatory index was 0.913 for MLVA-5, 0.860 for MLST, 0.622 for MLVA-3 and 
0.048 for ompA sequencing. Among all of these genotyping methods, MLVA-5
displayed the highest discriminatory power and does not require a time-consuming 
sequencing step. The results indicate that MLVA-5 enables high-resolution molecular 
epidemiological characterisation of C. trachomatis genovar E infections directly from 
specimens.
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INTRODUCTION
Chlamydia trachomatis is the bacterium most commonly responsible for sexually 
transmitted infections. Most of these infections are asymptomatic and, if not treated, 
can lead to severe complications and sequelae. C. trachomatis is currently divided 
into 19 serovars, according to the specificity of its major outer membrane protein 
(MOMP) epitopes [1]. Serovars D to K are associated with urogenital infections. 
According to epidemiological studies, serovar E is the most prevalent, responsible 
more than 40% of urogenital C. trachomatis infections in heterosexual population
[2,3,4,5]. This serovar is also involved in 10% of the men who have sex with men 
(MSM) proctitis in France [6]. Subtyping genotype may reveal transmission patterns 
in sexual networks, play a role in cases of sexual abuse or assaults, help to 
determine whether infections are persistent or new, and aid monitoring of the 
emergence of specific clones. Examples of emerging clones include
lymphogranuloma venereum (LGV) proctitis outbreak caused by the L2b strain 
among MSM and more recently, the clonal spread of the Swedish new variant (nvCT) 
characterised by a 377-bp deletion in the cryptic plasmid [3,7,8].
Early techniques for molecular typing of C. trachomatis were developed based on the
ompA gene encoding MOMP, also known as ompA typing [9]. This approach allows 
classification in genovars corresponding to serovars, using polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP), ompA gene 
sequencing and more recently real-time PCR and microsphere suspension arrays
[10]. Other typing methods targeting all or parts of the genome have also been 
developed. Some methods, such as pulse field gel electrophoresis (PFGE), random 
amplification of polymorphic DNA (RAPD) or amplified fragment length polymorphism 
(AFLP), are time-consuming or present problems in reproducibility and discrimination 
[10]. Other techniques, including multilocus sequence typing (MLST) [11,12,13] and a 
multilocus variable number tandem-repeat (VNTR) analysis (MLVA) method relying
on the number of single nucleotide repeats within three loci and called MLVA-3 in this 
study, seem more promising [8]. Among these many methods, the MLST technique 
developed by Klint et al. and the MLVA-3 method demonstrate a good degree of 
resolution, which is needed for isolate discrimination and outbreak investigation
[14,15].
The aims of the present study were to set up a new MLVA scheme for C. trachomatis
serovar E and apply it to a large collection of clinical isolates and positive specimens. 
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The discriminatory power of MLVA-5 was compared to those of ompA sequencing, 
the MLST technique of Klint et al. and the MLVA-3 method.
RESULTS
Identification of VNTRs for MLVA typing, specificity and stability
Amplification of 202 loci from the E/Bour reference strain and 18 isolates showed that 
only five loci were polymorphic with different allele sizes. A total of 195 markers were 
monomorphic, and two markers were eliminated. In the latter case, the sequence 
variability observed between isolates was not related to a variation in repeat number 
but rather was due to insertions. The five VNTRs were distributed around the 
genome from nucleotide positions 51543 to 1035380 in the C. trachomatis D/UW-
3/CX reference strain. The PCR products ranged in size from 151-604 bp in the
C. trachomatis E/Bour reference strain. Four of the five VNTRs were located in open 
reading frames (ORFs). The markers Ct-51, Ct-531 and Ct-1035 were located in the 
hctB gene encoding the histone-like protein Hc2, the tarp gene encoding a 
translocated actin-recruiting protein and the pmpH gene encoding a polymorphic 
outer membrane protein, respectively. The marker Ct-1025 was located in an ORF 
encoding a hypothetical protein. The fifth VNTR, Ct-719, was in an intergenic region. 
Characteristics of each VNTR marker are presented in Table 1. The sizes of the unit 
repeats ranged from 3 bp for Ct-719 and Ct-1025 to 150 bp for Ct-531. Sequencing 
of the PCR products of different sizes at each of the five loci from each of the 19 
screening isolates confirmed the sizes and sequences of the individual VNTR loci.
The use of fluorescently labeled primers in a triplex PCR associating Ct-51, Ct-531 
and Ct-1025 and a duplex PCR, including Ct-719 and Ct-1035 and adapted to 
capillary electrophoresis, facilitated the interpretation of the results in contrast to 
agarose gel electrophoresis. Using GeneMapper software, all loci were clearly 
identified on electropherograms according to their size ranges and colours, and the 
amplicon sizes allowed the determination of the repeat number.
No amplification was observed for all of the non-C. trachomatis isolates and 
specimens, thereby confirming the specificity of the assay. The stability of the five 
VNTR markers was studied for five isolates after 10 passages on McCoy cells. 
Analysis of the five isolates resulted in identical MLVA-5 type for all markers.
Table 2. Number of repeat units of the five VNTR markers in 146 C. trachomatis 
isolates and 74 positive clinical specimens divided into 25 MLVA-5 types. 
 
MLVA-5 
 type 
No. of repeats at the following VNTR loci No. of isolates 
by MLVA-5 
type 
Ct-719 Ct-1035 Ct-51 Ct-531 Ct-1025 
E-01 1 4 4.5 2 3 6 
E-02 2 4 4.5 2 3 44 
E-03 2 4 3.5 2 3 2  
E-04 2 4 4.5 1 3 1  
E-05 2 4 4.5 2 6 3 
E-06 2 4 2.5 2 6 2 
E-07 2 3 2.5 2 3 1 
E-08 1 4 3.5 2 3 4 
E-09 1 4 3.5 3 3 2 
E-10 1 3 4.2 2 6 4 
E-11 1 3 3.5 2 6 40 
E-12 1 3 4.5 1 6 3 
E-13 1 3 4.5 2 6 55 
E-14 1 3 2.5 2 6 21 
E-15 1 3 2.5 3 6 2 
E-16 1 4 2.5 2 6 1 
E-17 1 4 3.5 2 6 1 
E-18 1 4 4.5 2 6 1 
E-19 1 3 4.5 2 3 8 
E-20 2 3 4.5 2 3 1 
E-21 1 3 4.5 2 4 10 
E-22 1 4 4.5 2 4 2 
E-23 2 4 3.5 2 6 2 
E-24 1 3 3.7 2 6 2 
E-25 2 4 3.5 3 3 2 
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MLVA-5 typing of clinical isolates and specimens
The five VNTRs were efficiently amplified from all 146 genovar E C. trachomatis
isolates and 74 genovar E C. trachomatis specimens, including those for which 
culture could not be achieved. Analysis of the results revealed 25 MLVA-5 types, 
from E-01 to E-25 (Table 2). 
Three MLVA-5 types, E-02, E-11 and E-13, regrouped 63% of the isolates and 
specimens tested (Figure 1). In 12 cases (5%), one unique MLVA-5 type was 
observed for a single patient. The size variation of the amplicons was in exact 
multiples of the repeats, except for the marker Ct-51 for which partial repeats were
found (Table 2). The marker Ct-51 showed five different allele sizes, with repeat copy 
numbers ranging from 2.5-4.5. The markers Ct-531 and Ct-1025 displayed three 
different allele sizes, and the markers Ct-719 and Ct-1035 resulted in two different-
sized PCR products. The marker Ct-531 was the most homogeneous with 140 
isolates or positive specimens harbouring two repeat units of 150 bp. This was 
reflected by the diversity index of each VNTR as estimated by the HGDI, yielding a
value of 0.546 for the most discriminatory marker (Ct-1025) and a value of 0.080 for 
Ct-531, which is the least discriminatory marker. The overall discriminatory index for
MLVA-5 was 0.839.
The reliability of MLVA-5 was affirmed by the results obtained from typing specimens 
from Group I, as all 18 specimens tested resulted in the same MLVA-5 type as that of 
the corresponding isolate (Table S1).
The stability of the MLVA-5 scheme was assessed in vivo using concomitant and 
sequential isolates and specimens. In 17 patients with concomitant isolates or 
specimens, there was no intra-individual variation of the MLVA-5 type. Sequential 
isolates and specimen from each of the 11 patients revealed an identical MLVA-5
type suggesting a persistent C. trachomatis infection.
The genetic relationships among all of the isolates and specimens tested in this study
were investigated using the BioNumerics software. There was no obvious link 
between the MLVA-5 type and the isolate or specimen collection year or patient age. 
However, our results highlighted two main points regarding samples origin. Of the 11
anorectal isolates and specimens, nine from MSM were of the MLVA-5 type E-21,
while two other anorectal specimens, derived from a woman and a bisexual man,
were of the MLVA-5 type E-13. One additional isolate obtained from the male urethra 
displayed the MLVA-5 type E-21 (Table S1). The nvCT isolate obtained in France 
 Figure 1. MST of the MLVA-5 types of genovar E C. trachomatis isolates and positive 
specimens.  
Each circle denotes a particular MLVA-5 type. The size of the circle is proportional to the number of isolates 
or specimens belonging to the indicated MLVA-5 genotype. The distance between neighbouring genotypes 
is expressed as the number of allelic changes and is outlined by short bold lines for one change. No cluster 
is emphasised as shown by the distance, equal to one, between neighbouring genotypes. 
! MLVA-5 types encompassing anorectal isolates and specimens. 
" MLVA-5 type containing nvCT isolate and specimens. 
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Figure 2. Clustering dendrogram of 43 genovar E C. trachomatis isolates typed by four molecular 
methods.  
The order in which the isolates are listed, from top to bottom, is based on the MLVA-5 dendrogram (left side 
of the figure). The dendrogram was constructed using a categorical coefficient and UPGMA clustering. 
Concomitant and sequential isolates from the same patients are highlighted in grey and are underlined, 
respectively. The MLVA-5 type E-21, which included all anorectal isolates, is outlined in black. nd, not 
determined. 
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had the unique MLVA-5 type E-14. All Swedish nvCT specimens (Group V) also 
displayed this unique MLVA-5 profile, thereby confirming a clonal origin (Figure 1).
In Group IV, five patients had been treated with single-dose azithromycin following 
detection of C. trachomatis. All patients yielded specimens of identical MLVA-5 type 
before and after treatment. 
For one patient, three concomitant isolates obtained on the day of testing shared the 
MLVA-5 type E-02, while the isolate obtained three years later belonged to the 
MLVA-5 type E-13, suggesting a new C. trachomatis infection (Table S1). 
Comparison of MLVA-5, ompA sequencing, MLST and MLVA-3 for molecular 
typing of C. trachomatis isolates
Forty-three isolates were included in an evaluation where MLVA-5 was compared to 
ompA sequencing, the MLST developed by Klint et al. and MLVA-3 [8,12].
The MLVA-5 differentiated into 15 genotypes. OmpA sequencing resulted in two 
genotypes where all isolates except one displayed identical sequences compared to 
that of the E/Bour reference strain. The IE828 isolate harboured a silent A!G
mutation at nucleotide position 420 in the constant domain C2 of the ompA gene
(GenBank accession number JN192145).
MLST analysis resulted in 17 STs. Complete MLST profiles were obtained for 42 out 
of the 43 isolates tested, as the CT046 gene of one isolate was not amplified. We 
identified six new allelic variants for the hctB gene (GenBank accession numbers 
HQ873008, HQ973009 and JN192137 to JN192140), two for the CT058 and pbpB
genes (GenBank accession numbers JN192141 to JN192144) and one for the 
CT172 gene (GenBank accession number HQ873007). MLST analysis resulted in the 
description of 12 new STs (NST1 to NST12), eight of which corresponded to only one 
isolate. One third of the isolates were of ST-56 (Figure 2).
Using MLVA-3, eight MLVA-3 types were assigned. More than two thirds of the 
isolates were of the two MLVA-3 types 8.5.1 (25 isolates) and 8.6.1 (11 isolates) 
(Figure 2). We identified one new MLVA-3 type, 7.6.1, for the IE392 isolate. 
All anorectal isolates shared the MLVA-5 type E-21, ST-56 and MLVA-3 type 8.6.1 
except for the IECV319 isolate (Figure 2). The latter harboured the MLVA-5 type E-21
and a new ST, NST7 (as well as the cervical isolate E466), and the unique MLVA-3
type 6.5.1, already described for urogenital isolates [14]. Although the MLVA-5 type 
E-21 was only found among all anorectal isolates except one, ST-56 and MLVA-3
 
Table 3. Discriminatory index for the four molecular typing methods, single or 
combined, on C. trachomatis isolates. 
 
Method No. of profiles HGDIa 
MLVA-5 15 0.913 
MLST 17 0.860 
MLVA-3 8 0.622 
ompA sequencing 2 0.048 
MLVA-5 + MLVA-3 18 0.925 
MLST + MLVA-3 20 0.929 
MLVA-5 + MLST 21 0.949 
MLVA-5 + MLST + MLVA-3 22 0.949 
 
 
a
The HGDI was calculated on 38 isolates epidemiologically unrelated. 
HGDI, Hunter-Gaston discriminatory index. 
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type 8.6.1 were commonly detected among urogenital isolates (10 and six urogenital 
isolates, respectively). For one patient, a new C. trachomatis infection was possible
because sequential isolates IE358 and IE600 displayed the different MLVA-5 types E-
02 and E-13, respectively, as well as distinct STs and MLVA-3 types. The 
concomitant isolates IE874 and IE875, IE357 and IE358 shared the same genotype
regardless of the molecular typing method used.
The HGDI was 0.913 for MLVA-5, 0.860 for MLST, 0.622 for MLVA-3 and 0.048 for 
ompA sequencing (Table 3). The congruence between MLVA-5 and MLST was 
60.3%, while it was lower (22.5%) between MLVA-5 and MLVA-3. When MLVA-5 and 
MLST or MLVA-5, MLST and MLVA-3 were combined into one analysis, the 
resolution increased to 21 and 22 different genotypes, respectively, and provided an 
identical HGDI, 0.949 (Table 3).
DISCUSSION
In this study, we present a new MLVA-based molecular typing system for the 
discrimination of C. trachomatis strains. As C. trachomatis serovar E is predominant
worldwide, we focused our study on this serovar. Our method classified anorectal 
isolates from MSM as the same unique MLVA-5 type, thereby suggesting a clonal 
spread. In the same way, we confirmed the clonal origin of the nvCT, which was 
previously determined using showed with MLST and MLVA-3 [3,16]. MLVA-5 is a 
reproducible and fast technique that does not require a sequencing step and can be 
standardised, thereby facilitating large-scale molecular epidemiological 
investigations. The application of multiplex PCR and capillary electrophoresis on a 
genetic analyzer enables a high-throughput analysis and allows easier interpretation 
of results in contrast to agarose gel electrophoresis, particularly for VNTRs with a
small number of repeat units. 
C. trachomatis displays remarkable genome sequence similarity and synteny,
considering the different diseases and tissue tropisms exhibited by the different 
serovars. Of 202 TR loci identified, only five were polymorphic and thus were used 
for genotyping C. trachomatis isolates, confirming the high genetic homogeneity of 
this species. In comparison, eight VNTRs were found in C. psittaci among 20 TRs
and five VNTRs were identified among 34 TRs for C. abortus [17,18].
In our study, the marker Ct-51, located in the hctB gene, showed five different allele 
sizes with a repeat copy number ranging from 2.5-4.5. This gene was one of the 
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targets of the MLST technique developed by Klint et al.. All of the nvCT isolates 
displayed the allelic variant hctB-21 with MLST and a 2.5 repeat for the marker Ct-51 
with MLVA-5. Other isolates shared one of these two allelic variants, although they 
did not have the plasmid deletion. It should be noted that one VNTR for C. abortus
was also located in the hctB gene with the number of repeats ranging from 1-2 [18].
In our study, the marker Ct-531, located in the tarp gene, was the least discriminatory 
of the VNTRs identified. These results confirm the data of Lutter et al., who showed
that among 14 urogenital genotype E clinical isolates collected from different areas, 
12 had Tarp sequences identical to that of the E/Bour reference [19]. However, the 
marker Ct-531 allowed distinction of the nvCT isolates from the other isolates 
harbouring identical allelic profiles on the four other VNTRs. We identified 27 TRs 
among the nine pmp genes, with the most polymorphic being the pmpH and pmpF
genes. Only one TR, Ct-1035, which is located in the pmpH gene, was polymorphic 
between C. trachomatis genovar E isolates [20].
In our study, stability was assessed in vitro by ten-passage culturing for five isolates 
and in vivo using sequential isolates and specimen from 11 patients on a time interval 
of 1-28 months. Moreover, in 17 cases, concomitant specimens or isolates harboured
identical MLVA-5 types. Taken together, both the in vitro and the in vivo data showed 
no MLVA-5 type variation over time or within individuals, implying that our MLVA-5
scheme is genetically stable for short-term applications.
Using whole-genome sequencing along with comparative genomics, Jeffrey et al.
showed that there were only 1130 substitutions and 54 insertions or deletions 
between the E/150 male rectal and the E/11023 cervical genovar E isolates [21]. In 
their work, the authors identified three ORFs that were statistically correlated with 
rectal tropism only in genovar G, while none of these ORFs were statistically 
associated with rectal tropism in genovar E isolates. In our study, nine of the 11
anorectal C. trachomatis genovar E isolates displayed the same unique MLVA-5 type 
E-21. All of these patients were MSM and were mainly from the same region, 
suggesting clonal spread of a strain. Interestingly, the available genome of the E/150 
rectal isolate shared the MLVA-5 type E-21 [21]. Unfortunately, no information about 
the sexual behaviour and geographical origin of the patient from whom the E/150 
strain was isolated was available. We genotyped six anorectal isolates from MSM
using MLST and MLVA-3. All of the isolates except one belonged to ST-56 and 
MLVA-3 type 8.6.1. These two genotypes were associated with both anorectal and 
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urogenital isolates, while the MLVA-5 type E-21 was only associated with all 
anorectal isolates except one. Indeed, one male urethral isolate displayed the MLVA-
5 type E-21, but the sexual behaviour of the patient was unknown. The association of 
a unique MLVA-5 type with anorectal genovar E specimens from MSM must be
confirmed by further analysis of additional specimens.
As previously described, our results confirmed a clonal spread of the nvCT. The 
nvCT specimens tested in our study were previously genotyped by MLST, and all of 
them displayed the same unique MLST profile ST-55 and shared an identical ompA 
sequence to that of the E/Bour reference strain [3]. All of these specimens displayed 
the same unique MLVA-5 type E-14.
Recently, using ompA genotyping, it was shown that repeated C. trachomatis
infections in adolescent women were due to reinfection in 54% of the cases,
treatment failure in 14% of the cases and persistence without documented treatment 
in 2% of the cases [22]. In our study, for five patients, C. trachomatis-positive 
specimens obtained before and after treatment were of an identical MLVA-5 type, 
suggesting treatment failure and persistence of infection. However, as no information 
about each patient’s partner’s treatment was available, we could not exclude 
recontamination.
OmpA sequencing remains the first genotyping step in molecular epidemiology. 
However, to discriminate within genotypes, a single marker is inadequate. Therefore, 
more discriminating molecular techniques are needed [8,11,12,13]. Klint et al.
developed a MLST scheme targeting the five most variable regions of the chlamydial 
genome, while Pedersen et al. developed a MLVA method based on single 
nucleotide repeats, which are a type of VNTRs, within three loci [8,12]. MLST and 
MLVA-3 are time-consuming techniques that require PCR and sequencing. In our 
work, we compared MLVA-5 to ompA sequencing, MLST and MLVA-3 for 43 isolates. 
Results from ompA sequencing confirmed a high level of conservation of genovar E
isolates [2,5,12,23]. Using MLST, 42 isolates were of 17 STs, of which 12 were new. 
Moreover, for one isolate, an ST could not be assigned because we failed to amplify 
one target region. Using MLVA-3, all isolates were amplified, and we described only 
eight MLVA-3 types of which one was new. It should be noted that it is difficult to 
interpret the MLVA-3 results, as more than 11 single nucleotide repeats can be 
observed at one single locus, associated with the strong probability that the DNA 
polymerase, routinely used in PCR, may have generated sequence errors [14,24].
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Furthermore, the stability of this technique has not been fully assessed [8]. Our data 
were in agreement with those reported by Bom et al. who observed that for 13 
genovar E specimens, the number of STs described (eight) was higher than the 
number of MLVA-3 types (five) [14]. Moreover, as in our study, nearly 60% of the STs 
described were new. In contrast, the results obtained by Ikryannikova et al. conflict
with ours and those of Bom et al., as for 12 genovar E isolates, five MLVA-3 types
but only two STs were described [2].
According to HGDI values, MLVA-3 showed the lowest discriminatory power (0.622),
while MLVA-5 and MLST presented similar HGDI values (0.913 and 0.860,
respectively). Ideally, the HGDI should be 1.00, but in practice, it should be at least 
0.90-0.95 for a typing system to be relatively optimal [25]. A combination of MLVA-5
and MLST resulted in the highest HGDI (0.949). However, with too much resolution, 
epidemiological links may be lost. 
One limitation of our genotyping method is that it was developed only for genotype E 
isolates and should be extended to other genovars of C. trachomatis. Although MLST 
and MLVA-3 could be used for other C. trachomatis ompA genotypes as well, ompA
typing is necessary to compare STs and MLVA-3 types because one ST or MLVA-3
type could have up to four different ompA genotypes [5].
In summary, MLVA-5 has been adapted to the genovar E C. trachomatis and used to 
type a large collection of French isolates and C. trachomatis-positive specimens. Our 
findings show that MLVA can be used to discriminate of C. trachomatis E isolates 
and can be directly applied to clinical specimens, thereby providing a high-resolution 
molecular epidemiological tool. Accordingly, the overall performance of the MLVA-5
assay would facilitate large-scale molecular epidemiological investigations of sexually 
transmitted C. trachomatis infections.
MATERIALS AND METHODS
Ethics statement
The present project is in compliance with the Helsinki Declaration (Ethical Principles 
for Medical Research Involving Human Subjects). The study was conducted in 
accordance with the guidelines of the “Direction de la Recherche Clinique et de l’
Innovation” of the ethical board Bordeaux University hospital, Bordeaux, France. All 
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patient data were anonymously reported, with no possibility of connecting the isolates 
to individual patients.
French specimens were collected as part of routine patient management without any 
additional sampling, and patients provided no objection for their samples to be used. 
According to the article L1123-7 of the French code of Public Health, this study did 
not need to be examined by the ethical committee “Comité pour la Protection des 
Personnes” and allowed the exemption of patient’s written or oral informed consent.
Informed written consent was obtained from French patients to collect sexual 
bevahiour informations following the authorization of the ethical committee “Comité 
Consultatif pour le Traitement de l’Information en matière de Recherche dans le 
domaine de la Santé” (No. 10.362). 
Swedish specimens were collected as part of routine diagnostics and were 
anonymized. Informed consent was not needed for use of microbiological samples in 
quality assurance of diagnostic methods according to the Biobanks in Medical Care 
Act (2002:297). Collection and use of anonymized samples was approved by the 
Regional Ethical Review Board in Uppsala, Sweden (Dnr 2007/312).
Clinical isolates and culture
A total of 145 French C. trachomatis genovar E clinical isolates, including the unique 
nvCT isolate identified in France [26] and the E/Bour reference strain (ATCC VR-
348B), were used in this study (Table S1). Among them, 100 were isolated from the 
cervix, 25 from the male urethra, 13 from female pelvic specimens, six from MSM 
anorectal specimens and one from a child’s respiratory tract. Thirty-five concomitant 
or sequential isolates were available for 16 patients: two concomitant isolates for five 
patients, two sequential isolates for nine patients, four isolates (three on the day of 
testing and one three years later) for one patient and three isolates (one on the day 
of testing and two one month later) for one patient. All of the isolates were collected 
between 1987 and 2009 at the French national reference centre for chlamydial 
infections (Bordeaux, France). These C. trachomatis isolates were cultured on 
McCoy cells as previously described [9].
Clinical specimens
Seventy-four clinical specimens containing a genovar E strain typed by PCR-RFLP 
were analysed and divided into five groups (Table S1). Group I included 18 French 
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specimens collected between 2004 and 2009 for which the corresponding isolates 
were genotyped by MLVA-5. Group II contained four male and one female anorectal
specimens collected in France in 2010. In Group III, two concomitant C. trachomatis-
positive specimens (urine/cervix or urine/urethra) collected from 10 French patients in 
2010 were analysed, with the exception of one patient from whom an additional 
sample was obtained three months later. Group IV consisted of French 
C. trachomatis-positive specimens collected before and after antibiotic treatment from 
five patients with an interval of 8-10 weeks between the two specimen collections. 
Finally, Group V was composed of 20 Swedish specimens collected in 2009 at the 
Uppsala University Hospital (Uppsala, Sweden) and containing the recently 
described nvCT strain [3].
DNA isolation
DNA was extracted from clinical specimens or bacterial cultures using the MagNA 
Pure LC DNA Isolation Kit I (Roche, Meylan, France) according to the manufacturer’s 
instructions.
MLVA-5 analysis, specificity and stability
VNTR markers were identified in the sequenced genomes of C. trachomatis A/HAR-
13 [27], D/UW-3/CX [28], L2 434/Bu, L2b/UCH-1/proctitis [29] and E/Sweden2 [30] by 
the Microorganisms Tandem Repeats database and the Tandem Repeats Finder 
program which is available at http://minisatellites.u-psud.fr. Loci were chosen on the 
basis of matches of at least 80% between the DNA sequences of the repeat units. A 
total of 202 TRs were selected and designated by the letters Ct followed by a number 
corresponding to the position on the C. trachomatis D/UW-3/CX genome. To screen 
for variability in the number of TRs, PCR primers targeting the regions flanking TR 
loci were designed and tested on a set of 19 genovar E C. trachomatis isolates, 
including the E/Bour reference strain, eight cervix isolates, five male urethral isolates, 
four anorectal isolates and one isolate from peritoneal fluid. Each locus was amplified 
individually and analysed by conventional agarose gel electrophoresis. To confirm 
that length polymorphisms were the result of repeat copy number variations, the PCR 
products were purified using Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega, 
Charbonnières-les-Bains, France) and sequenced using fluorescence-labeled 
dideoxynucleotide technology, according to the manufacturer’s instructions (Applied 
Table 4. Oligonucleotide primers used for MLVA-5. 
 
Primer name Dye sequence (5’ !"#$ a 
Ct-51-fwd……………... HEX-TGGGAGTACAAAAGAAATGCAG 
Ct-51-rev……………… GAAGCAGCTACACGTCCACA 
Ct-%"&-fwd……………. NED-CCTCATCAAGCGATCATATCC 
Ct-%"&-rev……………... GCCGAATACACCCTCGTTAC 
Ct-719-fwd……………. HEX-CTCGCAACCCCAGAGTCG 
Ct-719-rev…………….. GTGTTTTGTTATGTGTGGTAGGCT 
Ct-1025-fwd…………... 6-FAM-CCATCGTCGAGCCATATCTT 
Ct-1025-rev……………. TCTTCCGTCCCCTCCTCTT 
Ct-&'"%-fwd…………... 6-FAM-CCGGAGCAGGCGAAGTG 
Ct-&'"%-rev……………. CCTTTCCGAGCATCACTAACTG 
 
a
 
fwd, forward primer; rev, reverse primer 
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Biosystems, Courtaboeuf, France). Based on this approach, five VNTR markers were 
selected for full assessment.
The five VNTR markers ultimately selected for MLVA-5 were multiplexed in two 
solutions: a triplex PCR was used to amplify the markers Ct-51, Ct-531 and Ct-1025 
and a duplex PCR was used to amplify the markers Ct-719 and Ct-1035. 
Amplifications were performed with a Mastercycler ep gradient S apparatus 
(Eppendorf, Hamburg, Germany) in a final volume of 25 µl. The reaction mixtures 
contained 1X Qiagen PCR buffer with 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM deoxynucleotide 
triphosphate, 3 mM MgCl2, 0.625 U of Hot Start Taq DNA polymerase (Qiagen, 
Hilden, Germany), 0.125 µM of each primer and 1 µl of template DNA for clinical 
isolates or 2.5 µl of template DNA for clinical specimens. Forward primers were 
fluorescently labeled at the 5’ end using 4,4,7,2’,4’,5’,7’-hexachloro-6-carboxy-
fluorescein (HEX), 6-carboxyfluorescein (FAM; Eurogentec, Angers, France) or NED 
(2’-chloro-5’-fluoro-7’,8’-fused phenyl-1,4-dichloro-6-carboxyfluorescein; Applied 
Biosystems), depending on the locus to be amplified (Table 4). Both multiplex 
solutions were run under the same cycling conditions: 95°C for 15 min followed by 25 
cycles of 95°C for 1 min, 60°C for 1 min and 72°C for 1 min and a final extension at 
72°C for 10 min. For clinical specimens, the cycling conditions were similar, except 
that amplification required 40 cycles. Prior to GeneScan analysis, 0.3 µl of GeneScan 
ROX 500 size standard (Applied Biosystems) was added to 1 µl of each PCR 
product. After heat denaturation for 5 min at 95°C, the fragments were separated 
using an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The GeneScan data were 
subsequently analysed using GeneMapper software (version 3.7; Applied 
Biosystems) to perform sizing and to calculate the number of repeats in the PCR 
fragments. Each locus was identified according to colour fluorescence. An allele 
number string, based on the number of repeats at each locus, was assigned to all 
isolates. The calculated numbers of repeats were imported to BioNumerics (version 
6.1; Applied Maths) for further cluster analysis. 
The specificity of MLVA-5 assay was investigated by conducting PCR on 15 
C. trachomatis-negative clinical specimens and DNA from the following bacterial 
species: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Gardnerella vaginalis, Candida albicans, Lactobacillus spp., C. pneumoniae,
Mycoplasma hominis, M. genitalium, Ureaplasma spp., Neisseria gonorrhoeae,
Staphylococcus aureus and S. epidermidis.
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The E/Bour reference strain and four clinical C. trachomatis genovar E isolates 
(IE783, IE802, IE874 and IESL52) belonging to four different MLVA-5 types were used 
in the stability study. Each isolate was serially passaged 10 times on McCoy cells to 
determine the stability of each locus before and after passaging. The DNA was 
subsequently extracted and double-strand sequenced to identify the number of 
repeats in each locus. 
Other typing techniques for C. trachomatis
Three methods (ompA sequencing, MLST and MLVA-3) relying on sequencing of 
selected genes were performed on 43 isolates (in bold in Table S1) belonging to 15 
MLVA-5 types. This group included all anorectal isolates, the nvCT and extragenital 
isolates, isolates with a unique or infrequent MLVA-5 type, isolates belonging to the 
three main MLVA-5 types and concomitant or sequential isolates from the same 
patient. For ompA sequencing, a 1085-bp fragment of this gene was amplified by 
PCR using CT1 and CT5 primers [9]. For MLST and MLVA-3, five regions of the 
C. trachomatis genome (CT046, CT058, CT144, CT172 and CT682) and three loci 
(CT1291, 1299 and CT1335) were amplified as described by Klint et al. [12] and 
Perdersen et al. [8], respectively. The PCR products were purified and sequenced as 
described above. For MLST, sequences were submitted to the C. trachomatis MLST 
website (http://mlstdb.bmc.uu.se) and compared with previously described allele 
variants to determine the sequence type (ST) of the isolates. The assignment of the 
MLVA-3 type was carried out according to the rules described by Pedersen et al. 
Data analysis
Data obtained from MLVA-5, MLST and MLVA-3 were converted into character data 
sets and analysed using BioNumerics software. For MLVA-5, a minimum spanning 
tree (MST) was generated to visualise of the relationships between large numbers of 
isolates in a single compact image. The MST was created based on the categorical 
coefficient and a priority rule consisting of the highest number of single-locus 
variants. A MLVA-5 dendrogram including the results of other typing methods was 
constructed using the categorical coefficient and the unweighted-pair group method 
using arithmetic averages (UPGMA) analysis. The polymorphism index of individual 
or combined VNTRs was calculated using the Hunter-Gaston discriminatory index 
(HGDI) [31]. For MLVA-5, the HGDI was calculated on 126 isolates and 20 
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specimens epidemiologically unrelated. For the comparison of the four genotyping 
methods, the HGDI of each technique was calculated on 38 isolates 
epidemiologically unrelated.
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Table S1. Characteristics of the 146 C. trachomatis isolates and the 74 positive specimens used in this 
study.
 
Isolate or specimen
a
Sexe
Origin
Date of isolation
MLVA-5
typeCountry
b
Source
Isolates
IEEref
c E-02
IE39 M Bordeaux, France urethra 08/12/1987 E-02
IE42 M Bordeaux, France urethra 18/11/1988 E-21
IE56 M Bordeaux, France urethra 24/07/1984 E-02
IE77 F Bordeaux, France cervix 31/03/1990 E-02
IE121 F Bordeaux, France peritoneal fluid 25/10/1990 E-11
IE128 F Bordeaux, France intrauterine device 29/11/1990 E-19
IE155
d, IE191 F Bordeaux, France cervix, cervix 19/11/1990, 07/04/1991 E-13
IE174 F Bordeaux, France cervix 12/03/1991 E-11
IE205, IE272 M Bordeaux, France urethra, urethra 07/05/1991, 29/04/1992 E-03
IE214 F Bordeaux, France cervix 16/09/1991 E-11
IE238,
IE239
e, IE240
e F Bordeaux, France
cervix
cervix, cervix
15/11/1991
13/12/1991
E-13
IE248 M Bordeaux, France urethra 09/01/1992 E-02
IE263
e, IE264
e, IE265
e F Bordeaux, France endometrium, cervix, cervix 16/03/1992 E-02
IE266 F Bordeaux, France cervix 20/03/1992 E-02
IE279, IE336 F Bordeaux, France cervix, cervix 02/06/1992, 15/12/1992 E-01
IE286 F Bordeaux, France cervix 12/05/1992 E-02
IE296 M Bordeaux, France urethra 27/05/1992 E-11
IE310 F Bordeaux, France peritoneal fluid 07/07/1992 E-02
IE315 M Bordeaux, France urethra 12/08/1992 E-22
IE316 F Bordeaux, France cervix 13/08/1992 E-22
IE325, IE527 F Bordeaux, France cervix, cervix 01/08/1992, 23/12/1994 E-02
IE344, IE488 F Bordeaux, France cervix, cervix 08/10/1992, 28/03/1994 E-11
IE357
e, IE358
e,
IE359
e
IE600
F Bordeaux, France
cervix, peritoneal fluid, 
endometrium
cervix
28/12/1992
03/12/1995
E-02
E-13
IE361 F Bordeaux, France cervix 11/01/1993 E-13
IE362 F Bordeaux, France urethra 15/01/1993 E-16
IE F 367 Bordeaux, France cervix 29/01/1993 E-06 
IE F 374 Bordeaux, France cervix 10/03/1993 E-10 
IE F 375 Bordeaux, France cervix 04/11/1992 E-02 
IE F 377 Bordeaux, France cervix 25/01/1993 E-13 
IE F 378 Bordeaux, France cervix 17/02/1993 E-11 
IE M 385 Bordeaux, France urethra 12/02/1993 E-13 
IE F 386 Bordeaux, France cervix 11/11/1992 E-11 
IE F 391 Bordeaux, France cervix 26/11/1992 E-02 
IE392
e
, IE393 F 
e
 Bordeaux, France cervix, peritoneal fluid 24/04/1993 E-15 
IE M 395 Bordeaux, France urethra 08/06/1993 E-11 
IE F 397 Bordeaux, France cervix 26/05/1993 E-11 
IE F 400 Bordeaux, France cervix 19/05/1993 E-11 
IE F 405 Bordeaux, France cervix 05/06/1993 E-13 
IE M 409 Bordeaux, France urethra 12/08/1993 E-01 
IE M 413 Bordeaux, France urethra 29/09/1993 E-13 
IE F 427 Bordeaux, France cervix 05/10/1993 E-02 
IE F 437 Bordeaux, France cervix 18/11/1993 E-06 
IE F 442 Bordeaux, France cervix 11/08/1993 E-11 
IE M 454 Bordeaux, France urethra 09/03/1994 E-13 
IE F 457 Bordeaux, France cervix 10/03/1994 E-11 
IE F 461 Bordeaux, France cervix 04/01/1994 E-13 
IE F 466 Bordeaux, France cervix 03/01/1994 E-18 
IE F 469 Bordeaux, France cervix 10/12/1993 E-13 
IE F 472 Bordeaux, France cervix 08/04/1994 E-13 
IE F 474 Bordeaux, France peritoneal fluid 19/04/1994 E-11 
IE M 479 Bordeaux, France urethra 24/05/1994 E-11 
IE F 489 Bordeaux, France cervix 10/04/1994 E-11 
IE F 499 Bordeaux, France cervix 17/06/1994 E-11 
IE F 504 Bordeaux, France cervix 19/07/1994 E-13 
IE F 534 Bordeaux, France cervix 30/08/1994 E-19 
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IE535 F Bordeaux, France cervix 03/12/1994 E-11
IE542 F Bordeaux, France cervix 12/04/1994 E-13
IE547
e, IE548
e F Bordeaux, France cervix, urethra 10/05/1995 E-02
IE555 F Bordeaux, France cervix 10/02/1995 E-11
IE570 M Bordeaux, France urethra 02/03/1995 E-13
IE574 M Bordeaux, France urethra 25/07/1995 E-02
IE585 F Bordeaux, France cervix 23/09/1995 E-19
IE629 F Bordeaux, France cervix 10/01/1996 E-13
IE632 F Bordeaux, France cervix 20/02/1996 E-11
IE637 F Bordeaux, France cervix 27/05/1996 E-13
IE638 F Bordeaux, France peritoneal fluid 04/06/1996 E-04
IE641
e, IE642
e F Bordeaux, France cervix, endometrium 28/06/1996 E-13
IE651 F Bordeaux, France ovary 12/06/1996 E-01
IE652 F Bordeaux, France cervix 16/06/1996 E-05
IE662 F Bordeaux, France cervix 05/03/1997 E-10
IE663 F Bordeaux, France cervix 14/03/1997 E-13
IE665 F Bordeaux, France cervix 27/03/1997 E-17
IE774 M Bordeaux, France urethra 18/11/2002 E-09
IE780 F Bordeaux, France cervix 09/03/2003 E-13
IE783 M Bordeaux, France urethra 09/04/2003 E-02
IE792, IE800 F Bordeaux, France cervix, cervix 11/06/2004, 31/08/2004 E-11
IE798 F Bordeaux, France cervix 02/08/2004 E-11
IE802 (SE10163) F Bordeaux, France cervix 24/09/2004 E-13
IE809 F Bordeaux, France cervix 11/11/2004 E-11
IE811 F Bordeaux, France cervix 09/12/2004 E-19
IE823 F Bordeaux, France cervix 11/05/2005 E-11
IE828 F Bordeaux, France peritoneal fluid 07/06/2005 E-11
IE842 F Bordeaux, France cervix 16/03/2006 E-11
IE856 (SE13096) M Bordeaux, France urethra 15/09/2006 E-13
IE857 F Bordeaux, France cervix 20/09/2006 E-05
IE858 (SE F 13203) Bordeaux, France cervix 29/09/2006 E-10 
 IE863 (SE
I
13681),  
E918 (SE
F 
17268) 
Bordeaux, France 
 cervix,  
cervix 
 04/12/2006, 
 12/02/2008 
E-02 
IE864 (SE F 13737) Bordeaux, France cervix 11/12/2006 E-13 
IE F 870 Bordeaux, France cervix 27/03/2007 E-13 
IE F 871 (nvCT) Bordeaux, France cervix 26/01/2007 E-14 
IE874
e
 (SE
I
14705),  
E875
e
 (SE
F 
14706) 
Bordeaux, France 
peritoneal fluid,  
cervix 
30/03/2007 E-19 
IE F 879 Bordeaux, France cervix 23/04/2007 E-13 
IE F 882 Bordeaux, France cervix 01/06/2007 E-11 
IE F 886 Bordeaux, France cervix 25/06/2007 E-13 
IE F 887 Bordeaux, France cervix 02/07/2007 E-05 
IE M 897 Bordeaux, France urethra 29/10/2007 E-02 
IE900 (SE F 16493) Bordeaux, France cervix 14/11/2007 E-02 
IE F 901 Bordeaux, France cervix 29/11/2007 E-09 
IE F 902 Bordeaux, France cervix 02/12/2007 E-20 
IE909, IE913
 
(SE F 17097) Bordeaux, France cervix, cervix 03/01/2008, 24/01/2008 E-13 
IE910 (SE F 16877) Bordeaux, France cervix 06/01/2008 E-02 
IE919 (SE F 17349) Bordeaux, France cervix 20/02/2008 E-02 
IE921 (SE F 17350) Bordeaux, France cervix 20/02/2008 E-08 
IE F 924  Bordeaux, France cervix 23/03/2008 E-02 
IE F 925  Bordeaux, France cervix 27/03/2008 E-02 
IE F 926 Bordeaux, France cervix 01/04/2008 E-13 
IE F 929 Bordeaux, France cervix 09/05/2008 E-07 
IE M 932 Bordeaux, France urethra 04/06/2008 E-02 
IE F 948 Bordeaux, France cervix 05/11/2008 E-11 
IE M 949 Bordeaux, France urethra 18/11/2008 E-02 
IE M 952 Bordeaux, France urethra 10/12/2008 E-02 
IE M 957 Bordeaux, France bronchial aspiration 19/01/2009 E-02 
IE963 (SE F 20643) Bordeaux, France cervix 21/03/2009 E-08 
IE F 969 Bordeaux, France cervix 11/05/2009 E-13 
IE973 (SE F 21369) Bordeaux, France cervix 03/06/2009 E-13 
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IE980 (SE21712) F Bordeaux, France cervix 14/07/2008 E-13
IE983, IE986 (SE21582) F Bordeaux, France cervix, cervix 18/06/2009, 25/06/2009 E-12
IE984 F Bordeaux, France cervix 29/07/2009 E-13
IE985 (SE21892) F Bordeaux, France cervix 02/08/2009 E-02
IECV54 M Paris, France anus/rectum 2005 E-21
IECV319 M Paris, France anus/rectum 2008 E-21
IECV329 M Paris, France anus/rectum 2008 E-21
IESL52 M Paris, France anus/rectum 2005 E-21
IESL71 M Paris, France anus/rectum 2006 E-21
IESL140 M Paris, France anus/rectum 2007 E-21
Specimens
     Group I (specimens with corresponding isolates)
SE10163 (IE802) F Bordeaux, France cervix 24/09/2004 E-13
SE13096 (IE856) M Bordeaux, France urethra 15/09/2006 E-13
SE13203 (IE858) F Bordeaux, France cervix 29/09/2006 E-10
SE13681 (IE863),
SE17268 (IE918)
F Bordeaux, France
cervix,
cervix
04/12/2006,
12/02/2008
E-02
SE13737 (IE864) F Bordeaux, France cervix 11/12/2006 E-13
SE14705 (IE874),
SE14706 (IE875)
F Bordeaux, France
peritoneal fluid, 
cervix
30/03/2007 E-19
SE16493 (IE900) F Bordeaux, France cervix 14/11/2007 E-02
SE17097 (IE913) F Bordeaux, France cervix 24/01/2008 E-13
SE16877 (IE910) F Bordeaux, France cervix 06/01/2008 E-02
SE17349 (IE919) F Bordeaux, France cervix 20/02/2008 E-02
SE17350 (IE921) F Bordeaux, France cervix 20/02/2008 E-08
SE20643 (IE963) F Bordeaux, France cervix 21/03/2009 E-08
SE21369 (IE973) F Bordeaux, France cervix 03/06/2009 E-13
SE21712 (IE980) F Bordeaux, France cervix 14/07/2008 E-13
SE21582 (IE986) F Bordeaux, France cervix 25/06/2009 E-12
SE21892 (IE985) F Bordeaux, France cervix 02/08/2009 E-02
     Group II (anorectal specimens)
SE26266 M Paris, France anus/rectum 19/08/2010 E-21
SE M 26512 Paris, France anus/rectum 10/09/2010 E-21 
SE M 26734 Paris, France anus/rectum 28/09/2010 E-13 
SE M 26561 Bordeaux, France anus/rectum 14/09/2010 E-21 
SE F 26838 Bordeaux, France anus/rectum 05/10/2010 E-13 
     Group III (concomitant specimens) 
SE23628
e
, SE23629 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 20/01/2010 E-23 
SE23831
e
, SE23832 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 05/02/2010 E-11 
SE23965
e
, SE23968 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 12/02/2010 E-11 
SE24328
e
, SE24329 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 09/03/2010 E-13 
SE24520
e
, SE24521 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 23/03/2010 E-11 
SE24550
e
, SE24551
S
e
 
E
F 
25654 
Bordeaux, France 
cervix, urine 
cervix 
25/03/2010 
28/06/2010 
E-11 
SE24904
e
, SE24905 M 
e
 Bordeaux, France urine, urethra 21/04/2010 E-24 
SE25417
e
, SE25418 M 
e
 Bordeaux, France urine, urethra 04/06/2010 E-13 
SE26196
e
, SE26197 M 
e
 Bordeaux, France urine, urethra 16/08/2010 E-13 
SE23720
e
, SE23721 F 
e
 Bordeaux, France cervix, urine 27/01/2010 E-01 
     Group IV (positive specimens before and after treatment) 
SE14758
f
, SE15218 F 
f
 Bordeaux, France cervix, cervix 04/04/2007, 01/06/2007 E-11 
SE24132, SE M 24848 Bordeaux, France urine, urine 25/02/2010, 15/04/210 E-13 
SE24326, SE F 25165 Bordeaux, France cervix, cervix 09/03/2010, 17/05/2010 E-02 
SE26549, SE F 18350 Bordeaux, France cervix, cervix 10/09/2010, 09/11/2010 E-13 
SE18933, SE F 23785 Bordeaux, France cervix, cervix 17/11/2010, 17/01/2011 E-25 
     Group V (Swedish nvCT specimens) 
SE M 734 Sweden urine 02/02/2009 E-14 
SE M 741 Sweden urine 02/02/2009 E-14 
SE M 809 Sweden urine 03/02/2009 E-14 
SE F 851 Sweden urine + cervix 04/02/2009 E-14 
SE F 855 Sweden urine + cervix 05/02/2009 E-14 
SE F 905 Sweden urine + cervix 04/02/2009 E-14 
SE F 967 Sweden urine + cervix 09/02/2009 E-14 
SE M 993 Sweden urine 11/02/2009 E-14 
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SE1010 F Sweden urine + cervix 12/02/2009 E-14
SE1030 F Sweden urine + cervix 12/02/2009 E-14
SE1221 M Sweden urine 30/01/2009 E-14
SE1560 M Sweden urine 06/02/2009 E-14
SE1664 M Sweden urine 09/02/2009 E-14
SE1803 M Sweden urine 11/02/2009 E-14
SE1965 M Sweden urine 16/02/2009 E-14
SE2115 M Sweden urine 18/02/2009 E-14
SE2667 M Sweden urine 02/03/2009 E-14
SE2776 M Sweden urine 04/03/2009 E-14
SE2978 M Sweden urine 10/03/2009 E-14
SE3143 M Sweden urine 12/03/2009 E-14
 
aIsolates and positive specimens are preceded by the letters IE and SE, respectively. 
Specimens corresponding to isolates are indicated in parentheses and vice versa.
bFor the French isolates and specimens, the city is specified before the country.
cIsolates in bold were also typed by ompA sequencing, MLST and MLVA-3.
dSequential isolates or positive specimens from the same patient are underlined.
eConcomitant isolates or positive specimens from the same patient.
fPositive specimen before and after treatment (Group IV).
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in a woman
Olivia Peuchant, Christian Baldit, Chloé Le Roy, Sabine Trombert-Paolantoni, 
Maithé Clerc, Cécile Bébéar and Bertille de Barbeyrac
Clinical Microbiology Infection
Sous presse
143
Depuis 2003, une épidémie de LGV ano-rectale a émergé en Europe. La souche de 
C. trachomatis identifiée dans cette épidémie est la souche L2b, dont l’origine clonale 
a été démontrée par MLST. Elle est essentiellement rencontrée chez des patients 
homosexuels, séropositifs pour le VIH, et fréquemment associée à d’autres IST. Une 
surveillance épidémiologique des cas de LGV a été mise en place par le CNR des 
infections à chlamydiae et l’Institut de Veille Sanitaire (InVS). Depuis 2003, le CNR a 
réalisé le typage de 1576 échantillons ano-rectaux et le nombre total de cas de LGV 
s’élève à 1081. En 2009, nous avons identifié le premier cas décrit dans la littérature 
de LGV ano-rectale à souche L2b chez une femme. Cette patiente de 44 ans 
présentait des signes d’ano-rectite sévères. La biopsie rectale réalisée s’est révélée 
positive pour C. trachomatis et le typage de cet échantillon a identifié une souche 
L2b. Le génotypage par MLST a confirmé que cette souche appartenait au clone 
actuellement responsable de cette épidémie. Cette patiente fréquentait le milieu du 
libertinage et avait 10 à 15 partenaires sexuels par mois, masculins et féminins. Elle 
a rapporté un rapport sexuel anal la semaine précédent l’apparition des symptômes. 
Aucune autre IST n’était associée à cette infection. Un traitement de trois semaines 
de doxycycline a permis la guérison clinique.
Avant propos
La description de ce premier cas de LGV ano-rectale féminine au sein de la 
population hétérosexuelle justifie une surveillance épidémiologique rapprochée de 
tous les cas d’ano-rectites à C. trachomatis.
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proctitis in a woman
O. Peuchant1,2, C. Baldit3, C. Le Roy1,2, S. Trombert-
Paolantoni4, M. Clerc1,2, C. Be´be´ar1,2 and B. de Barbeyrac1,2
1) Universite´ de Bordeaux, USC Mycoplasmal and Chlamydial Infections
in Humans, French National Reference Centre for Chlamydial Infections,
Bordeaux, 2) INRA, USC Mycoplasmal and Chlamydial Infections in
Humans, French National Reference Centre for Chlamydial Infections,
Bordeaux, 3) Centre Hospitalier Robert Boulin, Service d’He´pato-
Gastroente´rologie, Libourne and 4) Pasteur CERBA laboratory, Cergy
Pontoise, France
Abstract
Since 2003, outbreaks of lymphogranuloma venereum (LGV)
have been reported in European countries, North America, and
Australia. Current LGV cases have been caused by Chlamydia tra-
chomatis serovar L2. This sexually transmitted infection is pre-
dominantly found among men who have sex with men,
specifically men who are seropositive for human immunodefi-
ciency virus and have clinical signs of proctitis. The current out-
break has been almost exclusively attributed to a new variant,
designated L2b. Although urogenital cases of LGV have been
described in the heterosexual population, we report the first
case of C. trachomatis L2b proctitis in a woman.
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Since 2003, a lymphogranuloma venereum (LGV) Chlamydia
trachomatis proctitis outbreak caused by the new variant L2b
has been reported in industrialized countries in men who
have had sex with human immunodeficiency virus (HIV)-posi-
tive men [1,2]. We report the first case of C. trachomatis L2b
proctitis diagnosed in a woman without other sexually trans-
mitted infections (STIs).
In February 2009, a 44-year-old woman presented with
gastrointestinal symptoms, such as frequent urge to have a
bowel movement, difficulties with continence, and general-
ized weakness. In April 2009, she arrived for a consultation
at the gastroenterology department at Robert Boulin Hospi-
tal (Libourne, France) with complaints of anorectal pain,
mucopurulent anal discharge, rectal bleeding, and tenesmus.
The clinician performed a colonoscopy, which revealed
ulcerative proctitis with ulceration of the lower rectum. A
rectal biopsy was performed. Taken together, these ele-
ments supported a diagnosis of infectious proctitis. Micro-
scopic examination of a Gram-stained rectal biopsy smear
specimen revealed a high white blood cell count without dip-
lococci. The rectal biopsy sample was positive for C. tracho-
matis by real-time PCR (Arthus C. trachomatis PCR kit;
Qiagen, Courtaboeuf, France), and the diagnosis of LGV
proctitis was confirmed by the detection of LGV biovar-spe-
cific DNA as previously recommended [3]. Genotyping and
sequencing of the ompA gene conducted at the French
National Reference Centre of Chlamydiae (Bordeaux,
France) showed that the LGV strain harboured an ompA
genotype identical to that of the C. trachomatis L2b/UCH-1/
proctitis reference strain [4]. By use of a multilocus
sequence typing (MLST) scheme, targeting five genes, we
determined that this LGV strain harboured the MLST
sequence type 58, which is specific for the epidemic C. tra-
chomatis L2b strain (http://mlstdb.bmc.uu.se) [5]. The patient
showed positive serology for C. trachomatis, with high anti-
body titres suggestive of LGV (IgG ratio of 5.4 and IgA ratio
of >7 for a 1.1 ratio positive threshold (Savyon Diagnostics,
Ashdod, Israel)) [6]. No other STI (HIV, hepatitis B virus,
hepatitis C virus, syphilis, or gonorrhoea) was diagnosed.
The patient has checked for her HIV status every 6 months.
She was treated with doxycycline for 3 weeks, which
resulted in recovery. The patient reported a sexually promis-
cuous lifestyle. She had a regular partner, her husband, with
whom she had unprotected sex. In addition, she reported
having 10–15 anonymous male or female sex partners per
month. She reported anal intercourse with an irregular part-
ner 1 week before symptoms appeared.
Until now, LGV has typically presented as severe proctitis
in HIV-positive men who have sex with men (MSM), and only
proctitis cases with non-LGV serovars or cervicitis with LGV
(non-C. trachomatis L2b) serovars [1,3,7,8] have been reported
in women. Moreover, other concomitant STIs are often diag-
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nosed in MSM with LGV. In contrast, in the case reported
here, the patient had no other STIs or HIV infection.
By sequencing the ompA gene, Spaargaren et al. [2] demon-
strated that C. trachomatis L2b was the strain causing the Euro-
pean LGV outbreak. The recent MLST genotyping scheme
developed for C. trachomatis has been used to investigate
genetic variation in LGV strains [5]. In this study, the 22 LGV
specimens obtained from MSM in the 1980s were separated
into three ompA genotypes and five MLST genotypes. In con-
trast, all 50 specimens obtained from Europe collected
between 2004 and 2009, including 15 French isolates, and the
five specimens collected from the USA between 2007 and
2009 shared an identical MLST sequence type (ST58). More-
over, all but one of these specimens had an ompA genotype
identical to that of the C. trachomatis L2b/UCH-1/proctitis ref-
erence strain. These findings suggest a single source of origin
for the LGV outbreak among MSM in Europe. By using the
MLST scheme described above, we found that our LGV speci-
men had an MLST profile and an ompA genotype identical to
those of the European variant, suggesting that it belongs to the
same cluster as the outbreak variant.
Since the beginning of the LGV outbreak, only a few stud-
ies have been conducted on ompA genotypes of female rectal
specimens, especially from high-risk women (women who
had receptive anorectal intercourse or anorectal symptoms,
or who had contact with gonorrhoea). Recently, Setupathi
et al. [9] showed that, among 160 rectal swabs obtained
from such women, 12.5% (20/160) were positive for C. tra-
chomatis, and all of these isolates were of non-LGV serovars.
Geisler et al. [10] evaluated the distribution and the epidemi-
ology of rectal ompA genotypes in women in Birmingham
between 2003 and 2007. No LGV genotypes were detected
among the 33 C. trachomatis-positive rectal specimens found.
In a study conducted at Rotterdam between 2001 and 2005,
a total of 219 rectal C. trachomatis infections were diagnosed
[11]. In all, 156 (71.2%) were from male patients and 63
(28.8%) were from females. C. trachomatis L2 was identified
in 21 rectal specimens, all from men.
Occasional cases of heterosexually transmitted LGV have
been seen in Europe, but only cervicitis has been described
in women [7,8]. LGV was diagnosed in a heterosexual couple
in Spain [7]. The man presented with urethritis and the
women with cervicitis. It is important to note that C. tracho-
matis L2, but not C. trachomatis L2b, was detected in both
partners. Recently, Gomes et al. [8] reported LGV cases of
urethritis and cervicitis among heterosexual Portuguese
patients. Most of these patients were asymptomatic or pre-
sented no clear LGV symptoms. All C. trachomatis-positive
samples revealed ompA sequences that differed from the
C. trachomatis L2/434 reference strain and from the C. tracho-
matis L2b/14476 strain, which was the most frequently
described genotype in the recent LGV outbreak. In a study
conducted in France between 2004 and 2009, no LGV strain
was found among 2902 female urogenital samples screened
by an L serovar-specific real-time PCR assay [12,13].
As recommended by the current guidelines for LGV treat-
ment, our patient received 3 weeks of doxycycline [3]. A
complete response was observed to this therapy.
To our knowledge, this is the first case reported of C. tra-
chomatis L2B proctitis in a heterosexual woman. Exclusion of
extragenital sites (rectal and oropharyngeal), which are not
commonly tested for STIs, can leave many infections undiag-
nosed. These justify clinical awareness and attentive surveil-
lance in all populations that are at risk for sexually acquired
C. trachomatis infections.
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L’étude de la sensibilité des souches de C. trachomatis ne se fait pas en routine 
étant donné la lourdeur de la technique, le manque de standardisation et la difficulté 
de lecture. Nous avons mis au point une technique de PCR en temps réel permettant 
une détermination objective de la CMI d’un antibiotique donné vis-à-vis de 
C. trachomatis. La réplication de l’ADN et la transcription d’ARNm des gènes de 
structure omp1 et omp2, de l’ARNr 16S et du gène groEL1 ont été mesurées en 
l’absence puis en présence d’antibiotiques. Le gène omp1, exprimé précocement au 
cours du cycle de développement de C. trachomatis, code la MOMP présente sur les 
CE et les CR alors que le gène omp2, exprimé tardivement, code la protéine Omp2 
présente uniquement sur les CE. Le gène groEL1 code une protéine de stress 
Hsp60.
Avant propos
Dans un premier temps, nous avons étudié la cinétique de la croissance de la 
souche de référence de C. trachomatis sérovar D. Cette analyse comportait une 
étude de la réplication de la bactérie et de la transcription des quatre gènes cibles.
Dans un deuxième temps, quatre antibiotiques, l’ofloxacine, la moxifloxacine, 
l’azithromycine et la doxycycline ont été testés sur les deux souches de référence 
C. trachomatis sérovar D et L2, ainsi qu’un mutant résistant aux fluoroquinolones 
dérivé de la souche L2 (L2-OFXR) obtenu in vitro. La CMI, définie comme la plus 
petite concentration d’antibiotique qui laisse une quantité d’ADN inférieure ou égale à 
celle de l’inoculum, a été déterminée pour chaque antibiotique par PCR en temps 
réel. L’approche quantitative a été faite par l’analyse du cycle seuil. Cette méthode a 
permis une détermination objective de la CMI d’un antibiotique donné et les résultats 
obtenus sont similaires à ceux obtenus par lecture au microscope à fluorescence. 
La viabilité de la bactérie a été étudiée par l’étude de l’expression des ARNm par 
transcription inverse suivie d’une PCR en temps réel (RT-PCR en temps réel). Les 
résultats obtenus pour C. trachomatis sérovar D ont montré que des transcrits des 
gènes ARNr 16S et groEL1 étaient détectés à des concentrations d’antibiotiques 
supérieures à la CMI, suggérant une activité bactériostatique des quatre 
antibiotiques étudiés. La souche L2 et le mutant L2-OFXR présentaient un 
comportement différent en présence d’ofloxacine. En effet, la transcription du gène 
groEL1 est stoppée pour une concentration en ofloxacine égale à 16 fois la CMI pour 
la souche L2 versus 2 fois la CMI pour le mutant L2-OFXR.
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The objective of this study was to determine the effect of antibiotics on Chlamydia trachomatis
viability by using a quantitative real-time PCR assay that measured DNA replication and mRNA
transcription of the structural omp1 and omp2 genes, 16S rRNA and the groEL1 gene with and
without antibiotics. Ofloxacin, moxifloxacin, azithromycin and doxycycline were tested against the
serovar D and L2 reference strains and a derivative mutant resistant to fluoroquinolones, L2-
OFXR, obtained by in vitro selection. Using DNA quantification, the antibiotic MIC was calculated
when the number of DNA copies was equal to that of the chlamydial inoculum at time zero. This
method allowed the easy determination of MICs by DNA quantification of the four selected genes
and gave similar results to those obtained by immunofluorescence staining without biased
interpretation. By using cDNA quantification, the lowest antibiotic concentration for which no RNA
was transcribed corresponded to the minimum bactericidal concentration. C. trachomatis still
transcribed the16S rRNA and groEL1 genes, even at concentrations well above the MIC,
showing a bacteriostatic effect for all antibiotics tested. This method allows the study of antibiotic
activity on growth and viability of C. trachomatis by DNA and RNA quantification at the same time
without additional cell-culture passaging.
INTRODUCTION
Chlamydia trachomatis, an obligately intracellular micro-
organism, is the most common bacterium responsible for
sexually transmitted infections. Most of these infections are
asymptomatic; however, they can lead to severe complica-
tions if not treated, especially in young women.
Evaluation of antibiotic activities against C. trachomatis is
necessary to demonstrate the in vitro effectiveness of
various compounds and to study antimicrobial suscep-
tibility when repeat or persistent infections occur.
Therapeutic failures have been described for C. trachomatis
(Somani et al., 2000; Wang et al., 2005), and resistance to
tetracyclines has been reported for the animal species
Chlamydia suis (Dugan et al., 2004; Lenart et al., 2001),
suggesting the need to monitor the development of
antibiotic resistance in chlamydia.
A cell-culture system using immunofluorescence (IF)
staining to identify chlamydial inclusions is the most
common methodology employed in antimicrobial suscep-
tibility testing of chlamydia. Interpretation of traditional IF
staining is a tedious and subjective process, and the end
point used for defining the MIC is not very precise
(Suchland et al., 2003) for macrolides and tetracyclines.
Thus, there is a need for a more reliable, rapid and
objective method to evaluate chlamydial growth, such as a
molecular method.
Quantitative real-time PCR assays have been used to
evaluate antibiotic susceptibility of intracellular bacteria
(Boulos et al., 2004, 2005; Brennan & Samuel, 2003; Rolain
et al., 2004) and for measuring specific RNA transcripts of
viableC. trachomatis to determineMICs (Storm et al., 2005).
Here, we present a quantitative real-time PCR assay that
measured DNA replication and mRNA transcription of the
omp1 and omp2 structural protein genes, and the 16S rRNA
and groEL1 genes to determine the MICs of various
antibiotics against C. trachomatis and to study the effects of
these antibiotics on chlamydial viability.
METHODS
Chlamydial strains and cells. Three isolates of C. trachomatis were
used in this study: the serovar D reference strain (ATCC VR-885), the
serovar L2 reference strain (ATCC VR-902B) and its derivative
Abbreviations: Ct, cycle threshold; IF, immunofluorescence; i.f.u.,
inclusion-forming units; p.i., post-infection; MICTP, MIC transition point.
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mutant resistant to ofloxacin, L2-OFXR, obtained by in vitro selection
(Dessus-Babus et al., 1998). The genome sequence was only available
for the serovar D strain at the time of this study. C. trachomatis strains
were cultured in McCoy cells in minimal essential medium (MEM;
Life Technologies, Gibco-BRL) supplemented with 1 mM L-gluta-
mine and 5% FCS.
Antibiotics. The following antibiotics were tested in serial twofold
dilutions over the indicated concentration ranges: doxycycline
(Sigma), 0.002–0.12 mg ml21; azithromycin (Pfizer), 0.015–0.1 mg
ml21; moxifloxacin (Bayer Pharma), 0.004–0.25 mg ml21; and
ofloxacin (Sanofi Aventis), 0.12–8 mg ml21. Stock solutions were
prepared according to the manufacturers’ instructions and stored at
220 uC until used. Working solutions were prepared as required by
diluting stock solutions in supplemented MEM.
Cell culture and antimicrobial susceptibility testing. Monolayer
cells in tubes were inoculated with 105 inclusion-forming units (i.f.u.) C.
trachomatisml21, centrifuged at 1200 g for 1 h at 37 uC and incubated
for 2 h at 37 uC in 5% CO2. Supernatants were discarded and replaced
with 2 ml fresh MEM supplemented with 0.1% glucose and 1 mg
cycloheximide (Gibco) ml21. Tubes were incubated at 37 uC in 5%
CO2. Cell culture was stopped at several times post-infection (p.i.)
according to the experiment. Each chlamydial suspension in cell culture
was set up in four tubes. Two tubes were analysed by IF and the other
two were analysed by molecular methods with the same chlamydial
inoculum. For each test, the cell supernatant was discarded and the
infected cells were fixed with methanol for IF analysis or disrupted by
vortexing with sterile glass beads in 1 ml 2-SP medium (0.2 M sucrose,
15 mM K2HPO4, 6 mM KH2PO4) for molecular analysis.
The growth curve of the serovar D strain was studied at several times
p.i. in antimicrobial-free growth medium. Forty-four monolayer cell
tubes were infected with a 105 i.f.u. bacterial suspension ml21. At 0, 3,
6, 12, 16, 21, 25, 29, 36, 45 and 53 h p.i., chlamydial growth was
stopped for four tubes at each time point. Two tubes of monolayer
cells were analysed by IF and the other two were resuspended in 1 ml
2-SP medium for analysis by molecular methods.
For MIC determination, serial antibiotic dilutions were added after
1 h of centrifugation and 2 h of incubation [corresponding to time
zero (t0)] and the MIC was determined at 36–40 h p.i.
An inoculum control was performed by inoculating a monolayer cell
tube and incubating for 2 h, followed by rinsing and either fixing and
staining for microscopy or freezing at 280 uC for molecular studies.
A growth control was obtained from an infected monolayer cell
incubated without antibiotics, and a cell monolayer tube that was not
infected by C. trachomatis was used as a cell control.
The MIC determined by the IF assay was defined as the concentration
of antibiotic that was one twofold dilution higher than the transition
point (MICTP) as described by Suchland et al. (2003). The molecular
method defined the MIC as the lowest antibiotic concentration that
resulted in the same number of PCR cycles necessary to amplify DNA
as required to amplify DNA from the initial inoculum. By using RNA
quantification, it was possible to evaluate the bactericidal activity of
an antibiotic defined as the lowest antibiotic concentration that
inhibited gene transcription.
IF determination. Chlamydial inclusions were detected by IF using a
C. trachomatis culture confirmation test (Syva Microtrak Behring)
containing a fluorescein-labelled monoclonal antibody.
Nucleic acid extraction and reverse transcription. Total genomic
nucleic acids were extracted from each aliquot using a High Pure PCR
Template Preparation kit (Roche), as described by the manufacturer.
Nucleic acids were extracted from 200 ml cell culture and stored at
220 uC.
Total RNA was extracted from each aliquot using a High Pure RNA
isolation kit (Roche) containing DNase I as described by the
manufacturer. RNA was extracted from 200 ml cell culture and eluted
in 100 ml elution buffer. The 16S rRNA gene was amplified by PCR to
verify the absence of contaminating DNA, which would require a
second DNase I treatment.
Total RNA was reverse transcribed into single-stranded cDNA using a
High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems), according to
the manufacturer’s instructions, in a final volume of 50 ml. The cDNA
was stored at 220 uC.
Real-time PCR. Real-time PCR was performed using total genomic
nucleic acids and cDNA obtained as described above.
Amplification, data acquisition and data analysis were performed on
an ABI Prism 7000 (Applied Biosystems) using SYBR Green
chemistry detection. Four target genes were chosen: the structural
genes omp1, encoding the major outer-membrane protein, and omp2,
encoding an elementary body-specific membrane protein, and the 16S
rRNA gene and Hsp60-encoding groEL1 gene.
The omp1 primers (CT1 and CT2) have been described previously
(Dutilh et al., 1989). The omp2, 16S rRNA and groEL1 primers were
designed using alignment of nucleic sequences in GenBank (Table 1).
Primer sequences were determined using the Primer Express software
for SYBR Green chemistry.
The PCR mixture consisted of 12.5 ml 26 qPCR Mastermix Plus for
SYBR Green I (Eurogentec), 0.75 ml forward and reverse primers
(10 mM) and 5 ml template DNA or cDNA, with the total reaction
made up to a final volume of 25 ml with water. Each PCR assay
included sterile distilled water and uninfected cells as negative
controls. After 10 min at 95 uC to activate the Hot Goldstar DNA
polymerase (Eurogentec), 40 PCR cycles of 15 s at 95 uC and 1 min at
60 uC were performed. At each annealing step, fluorescence was
detected. The specificity of amplification was confirmed by analysis of
the melting temperature (Tm) (Table 1).
For each PCR, the cycle threshold (Ct) corresponding to the cycle
where the amplification curve crossed the base line was determined.
This method allowed relative quantification, as Ct depends on the
number of target copies.
RESULTS
Growth kinetic analysis of the serovar D strain of
C. trachomatis
Fluorescence microscopy showed no inclusions before 12 h
p.i., after which micro-inclusions appeared and increased
in size to reach the maximal size at 36 h p.i before bursting
at 40 h p.i (not shown).
The growth curve of the C. trachomatis serovar D strain is
shown in Fig. 1. Using quantitative real-time PCR, the
multiplication cycle showed three states for all four
amplified genes: a latent state between 0 and 12 h, an
exponential growth state between 12 and 29 h and a
stationary state after 29 h (Fig. 1a). The multiplication
factor was approximately 200, corresponding to a variation
of 8 Ct between the inoculum DNA rate and the DNA rate
at 40 h p.i. This growth curve demonstrated that C.
trachomatis serovar D began to synthesize detectable
amounts of omp1 DNA after 6 h of infection. The first
O. Peuchant and others
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doubling occurred by 6 h p.i. and doubling occurred for
approximately 3–4 h over a 30 h cycle. After 30 h, the
amount of DNA became stable. The levels of omp2, 16S
rRNA and groEL1 DNA began to increase after 16 h of
infection with the same rate of increase as the omp1 DNA.
Transcription profiles were different according to the genes
of interest. The groEL1 and 16S rRNA genes were
transcribed early, the omp1 gene was transcribed at 3 h
p.i. and the omp2 gene was transcribed at 12 h p.i (Fig. 1b).
At the t0 inoculum, the quantity of 16S rRNA was
approximately 4000-fold greater than the other genes.
This increased between 3 and 21 h p.i. by a factor 200, after
which the quantity remained steady.
After 30 h of growth, replication and transcription were in
a stationary state for all tested genes. Antibiotic suscep-
tibility testing was carried out at this time.
Antibiotic susceptibility determined by IF staining
Immediately after inoculation, there were no inclusions.
After 30 h of incubation without antibiotics, the presence
of inclusions gave evidence of bacterial growth in cells.
With increasing concentrations of antibiotics, the number
and size of inclusions decreased. For instance, at 0.015 mg
moxifloxacin l21, the few inclusions seen were small and
altered, which corresponds to the MICTP (Suchland et al.,
2003); thus, the moxifloxacin MIC was 0.03 mg l21. The
most active antibiotic against the serovar D reference strain
was doxycycline (MIC50.015 mg l21), followed by azi-
thromycin and moxifloxacin (MIC50.03 mg l21) and
ofloxacin (MIC50.5 mg l21) (Table 2).
Antibiotic effect determined by real-time PCR
For each dilution of antibiotic, the four genes were
amplified from DNA of each of the three strains tested.
Curves were drawn representing the Ct values against
antibiotic concentrations. An example of the MIC
determination of moxifloxacin for the C. trachomatis
serovar D strain is shown in Fig. 2. A moxifloxacin
concentration of 0.03 mg l21 inhibited bacterial growth, as
Table 1. Primers used to amplify the four genes of interest
The omp1 primers were described by Dutilh et al. (1989). Other primers were designed in this study.
Primer Sequence (5§–3§) Amplified fragment
Length (bp) Tm (6C)
omp1
CT1 GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCCTC 129 81
CT2 CCAAGTGGTGCAAGGATCGCA
omp2
omp2-S CTGCAACAGTATGCGCTTGTC 51 74
omp2-AS GTCCACATTTTGTAACCGAACG
16S rRNA gene
16S rDNA-S GCAAGTCGAACGGAGCAATT 51 74
16S rDNA-AS ACCCTTCCGCCACTAAACA
groEL1
groEL-S AGCTCTTTCCGCTCCTTTGAA 51 73
groEL-AS CCTTCTTTTCCTGCGTTTGC
Fig. 1. Growth kinetics of the reference strain serovar D of C.
trachomatis determined by quantification of DNA (a) and cDNA (b)
of the four target genes using real-time PCR.
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the amount of amplified DNA was equal to that of the
inoculum and corresponded to the MIC. For each
antibiotic tested, the MICs determined by DNA quan-
tification of each of the four target genes were identical
(Table 2). The real-time PCR analysis was easy and
objective. Antibiotic MICs were obtained from the IF-
stained cells and real-time PCR gave comparable results
(Table 2). The MICs of ofloxacin, moxifloxacin, azithro-
mycin and doxycycline for the serovar D strain were 0.5,
0.03, 0.03 and 0.015 mg l21, respectively, using IF, and 0.5,
0.03, 0.06 and 0.007 mg l21, respectively, using real-time
PCR (Table 2). For the serovar L2 strain, the MICs were
0.5, 0.03, 0.03 and 0.06 mg l21, respectively, with both IF
and real-time PCR giving the same values. The ofloxacin
MIC for the derivative mutant L2-OFXR, determined by
either IF or real-time PCR, was 64 mg l21, as described
previously (Dessus-Babus et al., 1998).
Antibiotic effect determined by reverse-
transcription PCR (RT-PCR)
Using cDNA quantification, the antibiotic concentration
for which no RNA is transcribed corresponds to a
bactericidal concentration, as RNA transcripts measure
the expression of viable bacteria. Two kinds of transcrip-
tional profiles were obtained according to the target gene
studied. With the structural genes omp1 and omp2, the
inhibiting antibiotic concentrations obtained by cDNA
quantification (Table 3) corresponded to the MIC
determined using DNA quantification (Table 2). For the
16S rRNA gene, the antibiotic concentration that inhibited
gene transcription was twice the MIC for azithromycin and
16 times the MIC for doxycycline. For the groEL1 gene, the
antibiotic concentrations that inhibited gene transcription
were more than eight to 16 times the MICs of the four
antibiotics tested (Table 3).
The reference strain L2 and its derivative mutant L2-OFXR
did not exhibit the same behaviour with regard to
expression of RNA in the presence of ofloxacin. For the
reference strain, the quantity of chlamydial groEL1 RNA
was equal to that of the inoculum at a concentration of
8 mg ofloxacin l21 (16 times the MIC) (Fig. 3a), whereas,
for the L2-OFXR mutant, the antibiotic concentration that
gave a quantity of chlamydial groEL1 RNA equal to that of
the inoculum was 128 mg l21 (twice the MIC) (Fig. 3b).
DISCUSSION
C. trachomatis requires cell-culture systems for in vitro
studies of antibiotic susceptibility. The objective of this
study was to use real-time PCR and RT-PCR-based
methods to evaluate the effects of antibiotics on C.
trachomatis and to determine the antibiotic MICs in a
more objective and less time-consuming way than a
phenotypic method. MIC determination using IF staining
and microscopy observation is not easy and is subjective.
For concentrations near the MIC, it is difficult to
differentiate small inclusions from the rest of the inoculum.
This phenomenon has been observed more frequently with
doxycycline and azithromycin. With these antibiotics,
small, atypical inclusions persist at high antibiotic con-
centrations. Comparisons of MICs determined by micro-
scopy from different laboratories are difficult. A multi-
centre study conducted in six laboratories with five C.
trachomatis isolates and identical batches of antibiotics
showed important variation in MICs (up to five dilutions
difference), despite using an identical protocol (Peeling
et al., 1994). Among the variability factors, the lack of
Table 2. MICs against the C. trachomatis serovar D reference
strain determined by IF and by quantification of omp1, omp2,
16S rRNA and groEL1 DNA
Antibiotic MIC (mg l”1)
IF DNA quantification by real-time
PCR
omp1 omp2 16S rRNA groEL1
Ofloxacin 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Moxifloxacin 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Azithromycin 0.03 0.06 0.06 0.06 0.06
Doxycycline 0.015 0.007 0.007 0.007 0.007
Fig. 2. Determination of the MIC of moxifloxacin for the serovar D
strain by omp1 quantitative real-time PCR.
Table 3. Antibiotic concentrations that were able to inhibit
transcription of each gene in the C. trachomatis serovar D
strain, determined by quantification of omp1, omp2, 16S rRNA
and groEL1 cDNA
Antibiotic Antibiotic concentration (mg l”1)
omp1 omp2 16S rRNA gene groEL1
Ofloxacin 0.5 0.5 4 .8
Moxifloxacin 0.03 0.03 0.25 .0.25
Azithromycin 0.06 0.06 0.12 .1
Doxycycline 0.007 0.007 0.12 .0.12
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standardized methods and operator subjectivity were
responsible for these differences. Given the difficulty in
reading the end point for defining the MIC, Suchland et al.
(2003) suggested reading the MICTP, where almost all
inclusions are altered in size and morphology, and defining
the MIC as the concentration of antibiotic that is twofold
higher than MICTP (Suchland et al., 2003). The study of the
minimal chlamycidal concentration needs one freeze–thaw
passage in antimicrobial-free medium and 48 h of
additional incubation. Moreover, the failure to detect
chlamydial infection in cell culture in vitro does not
exclude a viable state that could occur after antibiotics are
removed.
Real-time PCR is a quantitative molecular method that
allows a measure of bacterial growth and is particularly
interesting for intracellular bacteria such as chlamydia.
First, we used a real-time PCR assay to monitor the
accumulation of chlamydial chromosomal DNA over time
for 50 h p.i. in McCoy cells infected with C. trachomatis
serovar D. We analysed DNA replication of the omp1,
omp2, 16S rRNA and groEL1 genes using total DNA. In our
experiment, levels of DNA began to increase significantly at
12 h p.i., as has been described for serovar K (Ge´rard et al.,
2001), but somewhat later than reported for serovar L2
growing in HeLa cells (Shaw et al., 2000). The doubling
rate of approximately of 3.4 h was longer than has been
reported for serovar L2 (2.5 h). Thus, for the MIC
determination, DNA replication could be studied by using
any of the four selected genes, especially the omp1 gene.
Secondly, to determine the time p.i. at which chlamydial
DNA replication-related genes were transcribed under
conditions of normal growth, we looked for transcripts
from the four selected genes using total RNA harvested at
several times after infection. We selected the groEL1 gene
rather than groEL2 or groEL3 because of the results
published by Karunakaran et al. (2003) showing that,
although all Hsp60-encoding genes were expressed
throughout the developmental cycle, groEL1 has the highest
level of transcription. As expected, we showed that the 16S
rRNA gene and groEL1 were typically expressed early in
chlamydial development, before the omp1 gene encoding
the major outer-membrane protein was expressed. The
omp2 gene encoding the 60 kDa cysteine-rich outer-
membrane protein is transcribed later during the devel-
opmental cycle, when reticulate bodies begin to differenti-
ate back to elementary bodies. Our results were in
accordance with those of Shaw et al. (2000) using an
end-point PCR and describing three temporal classes of
genes. The 16S rRNA gene was representative of early
genes, which are detectable 2 h after infection. The omp1
gene represented mid-cycle genes, which are not detected
2 h after infection but are present at 12 h p.i. The omp2
gene represented the late genes, which are not detected
until 20 h p.i. In our experiments, the order was the same
but expression was earlier, as the omp1 RNA was
transcribed from 3 h p.i. and the omp2 RNA from 12 h
p.i., probably because of the higher sensitivity of the real-
time PCR in detecting amplified fragments at the
beginning of the PCR exponential phase. Our results
showing that transcription of groEL1 was initiated as early
as 2 h p.i. were in accordance with those of Karunakaran
et al. (2003).
The antibiotic MICs obtained by DNA quantification for
the four genes tested were identical or no more than one
dilution different from those obtained by IF staining, for
both susceptible and resistant strains. Furthermore, the
MICs determined in our study by either IF or real-time
PCR corresponded to those described in the literature
(Be´be´ar et al., 2008; Donati et al., 1999). This method
enabled MICs to be determined rapidly, consistently and
without biased interpretation. The antibiotic concentration
that inhibited RNA transcription of the omp1 or omp2 gene
was identical to the MICs determined by DNA
quantification; however, the RT-PCR-based method was
more expensive and more time-consuming than the DNA
quantification. As described by Storm et al. (2005), by
measuring specific RNA transcripts of omp2 by C.
trachomatis exposed to doxycycline, the MICs obtained
from IF-stained cells and real-time PCR were comparable.
Actually, our results showed that the antibiotic MIC can be
determined by using only omp1 gene DNA quantification,
as omp1 is the gene that encodes the major outer-
membrane protein and is expressed early.
Fig. 3. Quantification of the groEL1 cDNA of the L2 strain (a) and
its derivative L2 OFXR mutant (b) in the presence of ofloxacin
(OFX). Downward arrows indicate the antibiotic concentrations
that inhibited groEL1 transcription.
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To study the antibiotic effect on bacterial viability, we
measured specific RNA transcripts of the four target genes
by an RT-PCR-based method. As described previously by
Dreses-Werringloer et al. (2000), we demonstrated the
continuous presence of groEL1 transcripts in C. trachoma-
tis-infected cells treated with antibiotics, indicating the
viability of the organism. For all antibiotics tested, C.
trachomatis still transcribed groEL1, even at concentrations
well above the MIC. In two previous studies measuring
dnaK transcripts using RT-PCR (Cross et al., 1999; Storm
et al., 2005), the authors found antibiotic inhibiting
concentrations two- to fourfold higher than the MICs
usually described for these antibiotics. These authors used
conventional PCRs, which are less sensitive than the real-
time PCR assay performed in this study. Under our
experimental conditions, no antibiotic tested appeared to
be bactericidal in vitro, except when used against the
quinolone-resistant mutant strain L2-OFXR. Surprisingly,
this mutant strain did not exhibit the same behaviour as
the parental strain with regard to expression of groEL1
RNA. The ofloxacin concentration that inhibited the
transcription of groEL1 was only twofold higher than the
ofloxacin MIC (Fig. 3a).
The antibiotics inhibited the multiplication of C. tracho-
matis, as shown by DNA or RNA quantification results for
genes encoding known chlamydial membrane proteins, but
were not bactericidal towards the micro-organism, accord-
ing to the RNA expression levels of the groEL1 gene. A
decrease in omp1 transcription was noted, whilst the
transcription of groEL1 was less affected. A potential
problem with bacteriostatic antibiotics in the therapy of
chlamydia infections is the induction of latent or persistent
forms of chlamydiae, which results in apparent eradication
but which may allow subclinical progression of persistent
infections. In C. trachomatis infections treated with
bacteriostatic antibiotics, the clearance of bacteria depends
not only on the activity of the antibiotic but also the
capacity of the host to eliminate the remaining bacteria.
In summary, we have developed a real-time PCR method
allowing the easy determination of MICs by omp1 DNA
quantification and the study of viability measured by
groEL1 RNA quantification at the same time without
additional cell-culture passaging. We demonstrated that all
the antibiotics tested under our experimental conditions
had only a bacteriostatic effect.
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C. trachomatis est la principale bactérie responsable d’IST en France et en Europe. 
D’après les données de l’European Center for Disease prevention and Control 
(ECDC), 343 858 cas d’infections à C. trachomatis ont été rapportés en 2009, 
essentiellement chez les sujets âgés de 15 à 24 ans (http://ecdc.europa.eu). Le 
nombre de cas rapportés augmente chaque année. Les facteurs de risque les plus 
importants sont le jeune âge et un nouveau partenaire sexuel. La majorité des 
patients infectés est peu ou asymptomatique et constitue ainsi le réservoir de 
l’infection, favorisant sa transmission. Ces infections sont graves par leurs 
complications (maladie inflammatoire pelvienne, salpingite, grossesse extra-utérine, 
stérilité). Ceci explique l’investissement de certains pays dans le dépistage de 
l’infection à C. trachomatis. Face à cet enjeu en termes de santé publique, des 
systèmes de surveillance européens ont été mis en place. Ceux-ci permettent 
notamment de suivre l’évolution de l’épidémie de LGV ano-rectale chez des patients 
homosexuels, rapportée en Europe depuis 2003. De plus en 2006, le variant nvCT
appartenant au sérovar E, a été à l’origine d’une épidémie en Suède ; d’après les 
données des autres pays européens, dont la France, cette souche ne s’est pas 
propagée en Europe (34).
En France, la Haute Autorité de Santé (HAS) a recommandé en 2003 de proposer 
systématiquement un dépistage à toutes les femmes consultant dans les centres à
vocation de dépistage des IST âgées de moins de 25 ans ainsi qu’à toute personne 
présentant un comportement sexuel à risque (4). La prévalence de l’infection dans 
cette population est de 10 % à 15 % (11, 35). Récemment, les résultats de l’enquête 
Natchla ont montré une prévalence de l’infection à C. trachomatis dans la population 
générale française de 1,4 % chez les hommes et 1,6 % chez les femmes (62). Le
manque de données concernant les femmes enceintes en France métropolitaine 
nous a incité à développer le PHRC MATIST afin d’évaluer la prévalence de trois IST 
bactériennes dues à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium au sein de 
cette population. Les performances des techniques actuelles de biologie moléculaire 
ont permis d’utiliser comme échantillon un simple écouvillonnage vaginal, réalisé lors 
de la consultation gynécologique dans le cadre du suivi de la grossesse. Nos 
résultats ont montré une prévalence globale de l’infection à C. trachomatis et 
M. genitalium respectivement de 2,5 % et 0,8 %. Un fait notable est la prévalence 
élevée observée chez les femmes enceintes de moins de 24 ans. Celle-ci est de 
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7,9 % pour C. trachomatis alors qu’elle n’est que de 3,6 % en population générale
dans cette tranche d’âge (62). De même, chez ces patientes, la prévalence de 
l’infection à M. genitalium est de 2,4 %. Ces valeurs sont proches de celles 
rencontrées dans les centres à vocation de dépistage des IST (11, 35). Aucune 
infection à N. gonorrhoeae n’a été détectée dans notre étude, confirmant la très 
faible prévalence de l’infection à N. gonorrhoeae dans la population générale (70).
A l’heure actuelle, chez la femme enceinte, l’ANAES conseille la recherche d’une 
infection à C. trachomatis ou N. gonorrhoeae uniquement chez les patientes 
symptomatiques ou ayant des partenaires multiples ou dont le partenaire est atteint 
d’infection uro-génitale, l’infection à M. genitalium n’ayant pas été prise en compte.
Dans notre étude, l’analyse des prévalences de l’infection à C. trachomatis est très 
informative. Elle montre que les femmes enceintes de 18-24 ans majoritairement 
asymptomatiques représentent une population à risque. L’analyse des facteurs de 
risque cliniques, sociodémographiques et comportementaux devrait le confirmer
(analyse en cours). En termes de santé publique, une des retombées de cette étude 
pourrait être de proposer aux femmes enceintes de moins de 25 ans un test 
systématique de dépistage de l’infection à C. trachomatis.
Un projet visant à dépister l’infection à C. trachomatis chez les sujets âgés de 18 à 
24 ans est en cours d’élaboration par l’Institut National de Prévention et d’Education 
pour la Santé (INPES), l’InVS et le CNR des infections à chlamydiae. Ce projet 
nommé « Chlamyweb», prévu pour le 1er semestre 2012, a pour objectif principal 
d’évaluer la capacité d’une campagne de communication, via internet, à inciter cette 
population au dépistage par auto-prélèvement gratuit. Un des objectifs secondaires 
est de déterminer les caractéristiques fonctionnelles du dispositif qui favoriseront sa 
reproductibilité et son appropriation par d’autres acteurs de santé publique.
Une approche complémentaire de l’épidémiologie de l’infection à C. trachomatis fait 
appel au typage de la bactérie. Les principales méthodes de génotypage de 
C. trachomatis sont basées sur l’analyse du gène omp1 codant la MOMP. Au CNR, 
nous utilisons quotidiennement la PCR-RFLP sur le gène omp1 pour le typage des 
échantillons cliniques. Outre son intérêt épidémiologique, la connaissance du 
génovar de C. trachomatis peut présenter un intérêt thérapeutique. Par exemple, de 
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part son caractère invasif, une infection à C. trachomatis de génovar L sera traitée 
plus longtemps qu’une infection avec un génovar non-L. De plus, la caractérisation 
des souches permet de vérifier l’hypothèse d’une épidémie, d’identifier un mode de 
transmission, ou au niveau individuel de différencier un échec thérapeutique d’une 
réinfection. Avec les méthodes de typage basées sur le gène omp1, il n’est possible 
de différencier les souches entre elles que dans la mesure où celles-ci n’ont pas le 
même génovar. Des techniques plus discriminantes, permettant de différencier des 
souches appartenant à un même génovar ont alors été développées. Il s’agit de 
techniques basées sur le séquençage de divers gènes, comme la MLST (36, 90, 
137) ou l’analyse du nombre de répétitions d’un même nucléotide au sein d’un locus 
donné (140). Or, cette étape de séquençage est fastidieuse, surtout lorsqu’elle est 
réalisée à partir d’échantillons cliniques. 
La technique de MLVA que nous avons développée présente l’avantage d’être 
rapide (sans étape de séquençage), automatisée, reproductible et réalisable 
directement à partir d’échantillons cliniques. Appliquée à une collection de souches 
et d’échantillons cliniques positifs pour C. trachomatis de génovar E, nous avons 
confirmé que l’épidémie suédoise due au nvCT était d’origine clonale. Nous avons 
également montré que tous les patients homosexuels présentant une ano-rectite à 
C. trachomatis génovar E étaient infectés par une même et unique souche de type 
MLVA E-21, suggérant une dissémination clonale. Dans les perspectives, nous 
devons étendre notre méthode MLVA à l’étude des autres sérovars de 
C. trachomatis, en particulier aux souches D/Da. En effet, dans le cadre des 
missions de surveillance du CNR des infections à chlamydiae, nous avons comparé 
les fréquences d’isolement des sérovars et avons montré que les sérovars D et Da 
étaient les plus fréquents parmi les souches d’origine ano-rectale (35,2 %) alors 
qu’ils ne représentaient que 5,2 % chez les femmes et 11,8 % chez les hommes 
dans les échantillons uro-génitaux. A l’instar des souches de sérovar E, il serait
intéressant de voir si les souches D/Da d’origine ano-rectale ont un profil MLVA 
différent des souches D/Da d’origine uro-génitale.
Un point important est la distinction entre échec thérapeutique et réinfection. Dans 
notre travail, pour chacun des cinq patients étudiés, les échantillons obtenus avant et 
8 à 10 semaines après traitement par azithromycine présentaient le même type 
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MLVA. Ces données suggèrent un échec thérapeutique bien qu’une réinfection avec 
le même partenaire non traité ne puisse être exclue. Quelques études ont rapporté 
des résultats similaires, en montrant que des patients étaient infectés pendant des 
mois voire des années avec une souche de même génovar, et ce malgré un 
traitement antibiotique adapté (8, 37, 60, 86). Cependant dans tous ces travaux, le 
génotypage était basé uniquement sur le gène omp1, peu discriminant par rapport 
aux nouvelles techniques de typage étudiant le génome dans sa globalité. Dean et 
al. ont également montré que les souches isolées après traitement étaient sensibles 
in vitro aux antibiotiques utilisés (37). Afin d’étudier la sensibilité de C. trachomatis
aux antibiotiques, nous avons développé une technique de PCR en temps réel
permettant une détermination objective de la CMI d’un antibiotique donné. Il est ainsi 
plus aisé et plus reproductible d’évaluer une augmentation de CMI par rapport à une 
lecture au microscope à fluorescence. Il serait intéressant d’utiliser cette méthode 
pour déterminer la CMI de l’azithromycine des souches pour lesquelles nous avons 
évoqué un échec thérapeutique et de déterminer par la suite les mécanismes 
moléculaires impliqués dans cette résistance. Etant donné l’utilisation massive 
d’azithromycine, il serait souhaitable de suivre la sensibilité des souches à cet 
antibiotique, d’autant que des mutations dans les gènes cibles des macrolides ont 
été observées sur des souches après traitement (118).
Il est également indispensable d’effectuer une surveillance continue de la sensibilité 
de C. trachomatis aux autres antibiotiques comme les tétracyclines, d’autant que des 
mécanismes génétiques impliqués dans la résistance, comme la recombinaison ou 
des échanges de gènes ont été réalisés avec succès in vitro et sont susceptibles 
d’exister in vivo (173). Dans notre travail, l’étude des transcrits d’ARNm par PCR en 
temps réel a montré que les antibiotiques utilisés ne sont que bactériostatiques. La 
présence de transcrits d’ARNm détectés bien au-delà de la CMI montre que la 
bactérie est viable, suggérant que celle-ci est état de persistance. Grâce à la PCR en 
temps réel, l’étude de l’expression de différents gènes pourra être réalisée afin de 
mieux comprendre ce phénomène de persistance et ses conséquences sur 
l’évolution de l’infection à C. trachomatis.
Une surveillance épidémiologique continue de l’infection à C. trachomatis est 
nécessaire. Dans ce cadre, le CNR a créé un réseau de surveillance des ano-rectites 
151
à C. trachomatis (http://www.cnrchlamydiae.u-bordeaux2.fr). Ainsi, nous avons 
identifié le premier cas de LGV ano-rectale chez une femme. Les outils de typage 
disponibles nous ont permis de confirmer que cette infection était due au variant L2b, 
à l’origine de l’épidémie clonale de LGV ano-rectale quasi exclusivement rencontrée 
chez les patients homosexuels (31). L’observation de ce cas féminin montre que le
passage dans la population hétérosexuelle est possible même s’il reste pour l’instant 
exceptionnel.
L’utilisation de nouveaux outils moléculaires pour le typage et l’étude de la sensibilité 
aux antibiotiques de C. trachomatis devrait permettre une meilleure connaissance 
des caractéristiques de l’infection à C. trachomatis et des possibles mécanismes 
d’acquisition de résistance.
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LISTE DES ABREVIATIONS
IST  = infections sexuellement transmissibles
RPM = rupture prématurée des membranes
MAP = menace d’accouchement prématuré
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JUSTIFICATION / CONTEXTE
La prévalence des infections sexuellement transmissibles (IST) dues à 
Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae est en nette 
progression ces dernières années. Depuis quelques années, 
Mycoplasma genitalium est une cause reconnue d’urétrite sexuellement 
transmissible chez l’homme. Chez la femme, M. genitalium peut être 
responsable de cervicites muco-purulentes et d’urétrites féminines mais 
aussi d’infections génitales hautes à type d’endométrites et de 
salpingites. Concernant les infections à C. trachomatis, les récentes 
études épidémiologiques montrent une prévalence allant de 1,6% dans la 
population générale à 15% dans les centres à vocation de dépistage des 
IST. En revanche, les données épidémiologiques disponibles en France 
ne permettent pas d’estimer la prévalence des infections à 
N. gonorrhoeae en population générale ou dans des sous-populations 
(HAS, 2009). Il est de même pour M. genitalium. Quelques études de la 
littérature ont évalué la fréquence des infections génitales à 
C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium chez la femme 
enceinte. Ces études soulignent le caractère souvent asymptomatique de 
ces infections. Or, C. trachomatis et N. gonorrhoeae sont responsables 
de conjonctivites chez le nouveau-né, C. trachomatis étant la cause la 
plus fréquente de conjonctivites néonatales (50% à 75% des cas). Cet 
agent est également responsable de 6% à 30% des infections 
respiratoires basses du nourrisson. Le pouvoir pathogène de 
M. genitalium chez le nouveau-né n’est peu ou pas connu. La seule 
façon de prévenir l’infection du nouveau-né est le dépistage chez les 
femmes enceintes. A notre connaissance, aucune étude analysant la 
prévalence des infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et 
M. genitalium n’a été réalisée chez des femmes enceintes en France 
métropolitaine.
OBJECTIFS
L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence des 
infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les 
femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux. L’objectif secondaire 
est d’identifier les facteurs de risque sociodémographiques, cliniques et 
comportementaux (âge, pays de naissance, statut marital, situation 
professionnelle, symptômes cliniques, antécédents gynécologiques, 
associations à d’autres IST, comportement à risque).
SCHEMA DE LA RECHERCHE
Il s’agit d’une étude épidémiologique transversale, prospective avec 
bénéfice direct basée sur la recherche par PCR en temps réel de 
C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les femmes 
enceintes suivies au CHU de Bordeaux. 
Dans le cadre de cette étude, aucun prélèvement supplémentaire ne sera 
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réalisé chez la patiente. Les PCR en temps réel seront faites à partir du 
premier écouvillonnage vaginal réalisé dans le cadre de la consultation 
gynécologique de suivi de la grossesse. Cette recherche sera 
accompagnée d’un recueil de données épidémiologiques afin d’identifier 
des facteurs de risque sociodémographiques, cliniques et 
comportementaux d’acquisition d’une IST chez les femmes enceintes. 
Un résultat positif en PCR en temps réel pour C. trachomatis et/ou 
N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium sera immédiatement communiqué 
au gynécologue. Celui-ci assurera la prise en charge médicale usuelle de 
la patiente et de son partenaire. Une antibiothérapie basée sur les 
recommandations thérapeutiques en vigueur (recommandations de 
l’AFSSAPS, Octobre 2008) sera prescrite, le traitement de ces infections 
faisant appel à des molécules autorisées chez la femme enceinte. Un 
contrôle post-thérapeutique sera réalisé dans les 5 semaines suivant le 
traitement.
Cette étude sera réalisée conjointement par les Services de la Maternité 
et le laboratoire de Bactériologie du CHU de Bordeaux, et l’USC 
Infections humaines à mycoplasmes et à chlamydiae de l’Université 
Bordeaux Segalen  hébergeant le CNR des infections à chlamydiae.
CRITERES D’INCLUSION
- Patientes âgées de plus de 18 ans
- Femmes enceintes suivies à la maternité du CHU de Pellegrin pour 
lesquelles le premier écouvillonnage vaginal réalisé habituellement par 
le gynécologue dans le cadre du suivi de la grossesse correspond :
! à celui réalisé dans le cadre du dépistage recommandé selon la 
ANAES de S. agalactiae entre la 34ème et la 38ème semaine 
d’aménorrhée chez les patientes présentant une grossesse 
normale.
- pour les patientes présentant une grossesse pathologique à risque 
infectieux bactérien (RPM, MAP), le premier écouvillonnage 
vaginal réalisé par le gynécologue correspond à celui réalisé lors 
de la consultation posant le diagnostic de RPM ou MAP.
- à celui réalisé dans le cadre d’une consultation motivée par 
l’apparition de symptômes faisant suspecter une infection 
génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une infection uro-
génitale chez son partenaire.
- Patientes informées de l’étude et ayant donné leur consentement oral
CRITERES DE NON INCLUSION
- Patientes âgées de moins de 18 ans
- Prise d’antibiotiques dans les 3 dernières semaines (macrolides, béta-
lactamines)
NATURE DES SOINS 
COURANTS EVALUES DANS LA 
RECHERCHE
Pour cette étude, aucun prélèvement biologique supplémentaire n’est 
réalisé chez la patiente. En effet, les PCR en temps réel seront faites à
partir du premier écouvillonnage vaginal réalisé dans le cadre de la 
consultation gynécologique de suivi de la grossesse :
- écouvillon vaginal destiné au dépistage de 
Streptococcus agalactiae (streptocoque B) entre la 34ème et la 
38
ème
semaine d’aménorrhée selon les recommandations de la
ANAES pour les patientes présentant une grossesse normale 
- écouvillon vaginal réalisé lors de la consultation gynécologique 
posant le diagnostic de grossesse pathologique à risque 
infectieux bactérien (rupture prématurée des membranes, 
menace d’accouchement prématuré)
- écouvillon vaginal réalisé lors d’une consultation motivée par 
l’apparition de symptômes évoquant une infection génitale chez 
la patiente ou par le diagnostic d’une infection uro-génitale chez 
son partenaire.
CRITERES D’EVALUATION
La présence de C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium
sera affirmée par un résultat positif en PCR en temps réel spécifique de 
chacune de ces 3 espèces. 
La recherche de C. trachomatis et N. gonorrhoeae sera réalisée sur 
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l’automate Cobas
®
4800 (Roche) avec utilisation d’une trousse 
commercialisée (certification CE). M. genitalium sera détecté par une 
technique de PCR en temps réel publiée, utilisée en routine pour le 
diagnostic des infections à M. genitalium au laboratoire de Bactériologie 
du Groupe Hospitalier Pellegrin, sur l’automate AbiPrism 7000 (Applied 
Biosystems).
TAILLE D’ETUDE 1000 inclusions
NOMBRE PREVU DE CENTRES Un site du CHU de Bordeaux : la Maternité de l’hôpital Pellegrin
DUREE DE LA RECHERCHE
- Durée de la période d’inclusion : 6 mois
- Durée de participation par patient : 1 jour
- Durée totale de la recherche : 9 mois (6 mois d’inclusion + 3 mois
d’analyses des données)
ANALYSE STATISTIQUE DES 
DONNEES
- Evaluation de la prévalence des trois IST bactériennes étudiées. Les 
prévalences seront décrites avec leur intervalle de confiance à 95%.
- Recherche de facteurs de risque sociodémographiques, cliniques et 
comportementaux d’acquisition d’une IST (âge, pays de naissance, statut 
marital, situation professionnelle, antécédents gynécologiques, 
symptômes cliniques, associations à d’autres IST, comportement à 
risque) chez la femme enceinte. Les facteurs de risque seront identifiés 
par comparaison des caractéristiques des patientes infectées ou non par 
C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium. Des modèles 
de régression seront envisagés pour étudier le rôle propre des différents 
facteurs de risque.
Une évaluation intermédiaire de la prévalence des trois IST sera réalisée 
après l’inclusion de 250 patientes. Elle déterminera la pertinence de la 
poursuite de l’étude.
RETOMBEES ATTENDUES
- Prise en charge médicale des femmes enceintes pour lesquelles une 
infection à C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium est 
diagnostiquée, selon les traitements antibiotiques recommandés et 
autorisés chez la femme enceinte.
- Prévention de la conjonctivite et de la pneumopathie du nouveau-né.
- Première étude d’une telle ampleur concernant la prévalence des 
infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les 
femmes enceintes en France métropolitaine.
- Elaboration de recommandations concernant la recherche des IST 
bactériennes (hors syphilis) chez la femme enceinte.
- Valorisation par publication.
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2.
2.1. ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES
JUSTIFICATION SCIENTIFIQUE
L’épidémiologie des infections sexuellement transmissibles (IST) a évolué ces dernières années en 
France. Une surveillance est indispensable pour connaître les tendances, identifier les groupes à risque et 
améliorer les politiques de prévention, le dépistage et la prise en charge des patients. En France, en dehors 
du VIH, aucune IST n’est à déclaration obligatoire depuis l’année 2000, et la surveillance des IST repose 
sur des réseaux de laboratoire ou de cliniciens volontaires.
La prévalence des IST dues à Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae est en nette progression ces 
dernières années (20). L’implication de Mycoplasma genitalium dans les IST a été étayée par de récents 
travaux. Chez la femme enceinte, à l’heure actuelle, l’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en 
Santé (ANAES) conseille la recherche d’une infection due à C. trachomatis ou N. gonorrhoeae uniquement 
chez les patientes présentant une IST ou ayant des partenaires multiples ou dont le partenaire est atteint 
d’infection uro-génitale. Le cas de M. genitalium, qui n’a pas été pris en compte dans l’étude de l’ANAES, 
est encore assez peu étudié et donc mal connu.
En France, C. trachomatis est le principal agent bactérien responsable d’IST. L’infection chlamydienne est 
endémique. Elle entraîne le plus souvent chez la femme une cervicite asymptomatique. Elle est la plupart du 
temps de découverte fortuite lors d’un bilan gynécologique systématique ou à l’occasion d’une consultation 
motivée par l’apparition d’une urétrite chez le partenaire (13). En France, les résultats de l’enquête 
nationale Natchla ont montré que la prévalence des infections à C. trachomatis dans la population générale 
était de 1,6%, allant de 3% chez les femmes âgées de 18 à 29 ans sexuellement actives à moins de 1% chez 
les femmes âgées de plus de 30 ans (17). La prévalence des infections à C. trachomatis augmente à 15% 
dans les centres à vocation de dépistage des IST (CIDDIST, CDAG) et les centres d’orthogénie et de 
planning familial (6). La Haute Autorité de Santé (HAS) a recommandé en 2003 de proposer 
systématiquement un dépistage à toutes les femmes de ces centres, âgées de moins de 25 ans, ainsi qu’à 
toute personne présentant des facteurs de risque (comportement sexuel à risque) d’infection chlamydienne 
(13). Chez la femme enceinte, l’infection à C. trachomatis est associée à une rupture prématurée des 
membranes, un retard de croissance intra-utérin et un petit poids à la naissance (6). De nombreuses études 
soulignent le caractère fréquemment asymptomatique de cette infection dans cette population. Une revue 
non exhaustive de la littérature montre que la prévalence de l’infection à C. trachomatis chez les femmes 
enceintes dans divers pays est comprise entre 2,7 et 26,7% (4, 8-12, 21, 26, 28, 29, 32, 34, 35, 37, 41, 44-
46, 48) (Tableau 1). En France, la prévalence de cette infection au sein de cette population est mal connue. 
Une étude menée en Martinique entre 1988 et 1990 auprès de 1411 patientes a rapporté une prévalence 
d’infections à C. trachomatis de 26,7% (375/1411), dont les deux tiers étaient asymptomatiques (12). De 
même, une étude réalisée en Guyane française, entre 1991 et 2001, auprès d’adolescentes de moins de 15 
ans a rapporté une prévalence de 9,9% versus 4% pour le groupe de patientes âgées de plus de 18 ans (46).
Les infections à N. gonorrhoeae augmentent dans un contexte de recrudescence générale des IST. 
L’accroissement d’un facteur trois des gonococcies féminines entre 2005 et 2006 suggère une accélération 
de la transmission au sein de la population hétérosexuelle (16). Le diagnostic de gonococcie est peu évident 
chez la femme dont l’infection est le plus souvent asymptomatique. Les données épidémiologiques 
disponibles en France ne permettent pas d’estimer la prévalence des infections à N. gonorrhoeae en 
population générale ou dans des sous-populations (19). Une étude récente menée à Londres sur une 
population de patients asymptomatiques âgés de moins de 25 ans (7369 patients dont 82% de femmes) 
inclus dans le programme national de dépistage des Chlamydia rapporte une prévalence de l’infection à 
N. gonorrhoeae de 4,1%, cette infection étant plus fréquemment rencontrée chez les patients d’origine 
africaine (36). Toujours à Londres, les travaux d’Aghaizu et al. ont rapporté une prévalence de 0,7% 
(2/286) au sein d’une population de jeunes femmes étudiantes (2). Une étude menée en Louisiane sur une 
population d’hommes et de femmes âgés de 18 à 29 ans a rapporté une prévalence de 2,3% (37/1610) ; les 
femmes infectées étaient pour la plupart asymptomatiques (17/25, 68%) (15). Chez la femme enceinte, une 
infection à N. gonorrhoeae peut entraîner une rupture prématurée des membranes et un retard de croissance 
intra-utérin. Au Royaume-Uni et aux Etats-Unis, des recommandations de dépistage ciblé des infections à 
N. gonorrhoeae sont proposées chez des populations présélectionnées considérées à risque, au sein 
desquelles les femmes enceintes sont incluses (19). D’après la littérature, la prévalence des infections à 
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N. gonorrhoeae chez femmes enceintes est comprise entre 0,08% et 11%, les prévalences les plus élevées 
étant rapportées par les études menées dans des pays africains (10, 21, 26-29, 32, 34, 37, 48) (Tableau 1). 
Une grande majorité des patientes ne présentait aucun signe clinique. Actuellement en France, le dépistage 
systématique des infections asymptomatiques à C. trachomatis et N. gonorrhoeae chez la femme enceinte 
n’est pas proposé, en l’absence de données publiées sur ce sujet. 
M. genitalium fait partie, avec M. hominis et Ureaplasma urealyticum, des trois espèces de mycoplasmes 
trouvées au niveau du tractus urogénital ayant un pouvoir pathogène certain. C’est une espèce de croissance 
très fastidieuse détectée presque uniquement par PCR, dont le pouvoir pathogène commence à être mieux 
connu (5, 24). M. genitalium est une cause reconnue d’IST chez l’homme, essentiellement d’urétrites non 
gonococciques (UNG) aiguës mais aussi chroniques (24). Il est la deuxième cause d’UNG derrière 
C. trachomatis. D’après une récente revue de la littérature, M. genitalium est détecté chez 13 à 42% de 
patients présentant une UNG aiguë (23). Chez la femme, le nombre d’études concernant le rôle pathogène 
de M. genitalium est plus faible. Des nouvelles données sont apparues ces dernières années démontrant son 
implication dans les  endométrites, les salpingites et les cervicites (5, 24, 39). La prévalence des infections à 
M. genitalium chez les femmes consultant dans des centres à vocation de dépistage des IST est comprise 
entre 4% et 22,4% (22, 30). Quelques études récentes sur l’épidémiologie de l’infection à M. genitalium,
menées dans la population générale ou chez des adolescents, montrent une prévalence allant de 1% à 4,1 % 
(3, 18, 31, 47, 49). Ces études montrent le caractère peu symptomatique des infections détectées. Plus 
récemment, une étude menée sur une population de patients asymptomatiques (308 patients, 168 hommes et 
140 femmes) rapporte une prévalence de 4,5% (38). A l’heure actuelle, peu de travaux ont été menés sur 
l’infection à M. genitalium chez la femme enceinte. Une prévalence de 0,7% à 8,7% est rapportée dans cette 
population (4, 21, 26-29, 33, 45), (Tableau 1). Quatre études ont recherché chez les femmes enceintes la 
présence de C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium (21, 26, 28, 29) (Tableau 1). L’infection par 
C. trachomatis est prédominante au sein de ces quatre études (3,2% 7,5%, 15,7% et 21,7% respectivement), 
suivie de l’infection par M. genitalium (0,8% 3%, 8,7% et 3,9% respectivement). La prévalence des 
infections à N. gonorrhoeae est la plus faible (0,1%, 0,08%, 0,67% et 1,6% respectivement).
L’infection à N. gonorrhoeae et C. trachomatis chez une femme enceinte peut entraîner la contamination 
du nouveau-né au moment de l’accouchement, lors du passage de la filière génitale ; la seule façon de 
prévenir l’infection du nouveau-né est le dépistage de l’infection chez les femmes enceintes (43).
L’infection à gonocoque peut entrainer une conjonctivite bilatérale avec un risque d’ophtalmie purulente et 
de cécité. C. trachomatis est la cause la plus fréquente de conjonctivites néonatales, impliquée dans 50 à 
75% des cas. Cet agent est également responsable de 6 à 30% des infections respiratoires basses du 
nourrisson de moins de 6 mois. Deux études récentes ont été menées aux Pays-Bas où le dépistage de 
C. trachomatis n’est pas recommandé lors de la grossesse alors que la prévalence de l’infection chez les 
femmes enceintes dans ce pays est de 6,4% (41). Ces études ont rapporté que C. trachomatis était impliqué 
dans 63% (41/65) des conjonctivites néonatales (42) et dans 7% (10/148) des infections respiratoires chez 
les enfants de moins de 6 mois hospitalisés pour pneumopathie (deuxième agent étiologique après le Virus 
Respiratoire Syncitial) (40). Le pouvoir pathogène de M. genitalium chez le nouveau-né n’est peu ou pas 
connu. Néanmoins les deux autres mycoplasmes urogénitaux pathogènes, M. hominis et U. urealyticum, 
sont une cause très rare mais reconnue d’infections néonatales et notamment de pneumopathies du nouveau-
né (5). De plus au regard de la ressemblance du pouvoir pathogène de M. genitalium avec celui de 
C. trachomatis, il est probable que M. genitalium puisse entrainer des infections chez le nouveau-né (24).
Pour la plupart des pays développés, la recherche d’une IST chez la femme enceinte repose sur une 
approche syndromique. Cette approche semble insuffisante pour identifier les infections à C. trachomatis,
N. gonorrhoeae et M. genitalium car une proportion significative de ces infections est asymptomatique. A 
notre connaissance, en France, aucune étude récente n’a été menée pour évaluer la prévalence des infections 
à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez des femmes enceintes alors qu’une tendance à la 
hausse des IST est observée. 
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2.2. HYPOTHESES DE LA RECHERCHE
A notre connaissance, en France, aucune étude récente n’a été menée pour évaluer la prévalence des 
infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez des femmes enceintes alors qu’une 
tendance à la hausse des IST observée. En France et dans la plupart des pays développés, la recherche d’une 
IST chez la femme enceinte repose sur une approche syndromique. Cette approche semble insuffisante pour 
identifier les infections à C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium car une proportion significative 
de ces infections est asymptomatique.
Une étude préliminaire réalisée par le CNR des infections à chlamydiae à la Maternité du CHU de 
Bordeaux entre octobre et novembre 2009, a recherché prospectivement la présence de C. trachomatis chez 
des femmes enceintes asymptomatiques sur une période de 2 mois consécutifs et a rapporté une prévalence 
globale de 2,1% (7/338). Chez les patientes de moins de 25 ans, la prévalence obtenue était de 5,1% (5/98). 
Compte-tenu de ces résultats et dans un contexte général d’augmentation des IST, il nous paraît intéressant
de réaliser une étude plus complète afin de déterminer la prévalence des infections à C. trachomatis,
N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux et d’étudier les 
facteurs de risque sociodémographiques, cliniques et comportementaux d’acquisition d’une IST au sein de 
cette population (âge, pays de naissance, statut marital, situation professionnelle, symptômes cliniques 
antécédents gynécologiques, associations à d’autres IST, comportement à risque). 
Cette étude permettra une prise en charge médicale des femmes enceintes pour lesquelles une infection à 
C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium sera diagnostiquée par PCR en temps réel, selon 
les traitements antibiotiques recommandés et autorisés dans cette population. De plus, les résultats obtenus 
à l’issue de cette recherche pourraient permettre l’élaboration de recommandations concernant la recherche 
des IST bactériennes (hors syphilis) chez la femme enceinte. Le dépistage et le traitement de ces IST chez la 
femme enceinte permettront la prévention de la conjonctivite et de la pneumopathie du nouveau-né.
2.3. NATURE DES SOINS COURANTS EVALUES DANS LA RECHERCHE
Pour cette étude, aucun prélèvement biologique supplémentaire ne sera réalisé chez la patiente. En effet, les
PCR en temps réel seront faites à partir du premier écouvillonnage vaginal réalisé dans le cadre habituel de 
la consultation gynécologique de suivi de la grossesse :
- écouvillon vaginal destiné au dépistage de Streptococcus agalactiae (streptocoque B) entre la 34ème
et la 38
ème
semaine d’aménorrhée selon les recommandations de l’ANAES pour les patientes 
présentant une grossesse normale 
- écouvillon vaginal réalisé lors de la consultation gynécologique posant le diagnostic de grossesse 
pathologique à risque infectieux bactérien (rupture prématurée des membranes -RPM-, menace 
d’accouchement prématuré -MAP-)
- écouvillon vaginal réalisé lors d’une consultation motivée par l’apparition de symptômes évoquant 
une infection génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une infection uro-génitale chez son 
partenaire.
Une fois le prélèvement réalisé par écouvillonnage (transport swabs, Oxoid), une étiquette avec le nom de 
la patiente et le nom du protocole sera collée sur l’écouvillon et sur la feuille de demande d’examen. Le 
prélèvement sera acheminé au laboratoire de Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin selon le circuit 
habituel des prélèvements destinés à ce laboratoire. Toutes les demandes seront enregistrées au laboratoire 
de Bactériologie. Les échantillons seront analysés au fur et à mesure de leur réception au laboratoire.
La recherche de C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium sera réalisée par PCR en temps réel, 
technique pour laquelle la sensibilité de détection obtenue avec un écouvillon vaginal est similaire à celle 
obtenue avec un écouvillon endocervical (14).
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2.4. JUSTIFICATION DES CHOIX METHODOLOGIQUES
Chaque écouvillon sera introduit dans un tube contenant un milieu saccharose-phosphate portant l’étiquette 
avec le numéro de travail correspondant à la demande d’analyse. Chaque écouvillon sera utilisé d’une part 
pour les analyses demandées par le gynécologue dans le cadre de la consultation et d’autre part pour les 
PCR en temps réel C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium. De plus, une gélose supplémentaire 
(gélose VCAT, bioMérieux") sera ensemencée pour l’isolement de N. gonorrhoeae, bactérie extrêmement 
fragile. La culture de cette bactérie est indispensable pour la réalisation d’un antibiogramme, permettant 
d’étudier la sensibilité de la souche aux antibiotiques utilisés en thérapeutique.
La présence de C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium sera affirmée par un résultat 
positif (résultat qualitatif) de la PCR en temps réel spécifique de chacune de ces trois bactéries. La 
réalisation des PCR en temps réel nécessite une extraction des acides nucléiques présents dans chaque 
échantillon. Cette extraction d’ADN sera réalisée grâce à l’automate Cobas® 4800 (Roche). C. trachomatis 
et N. gonorrhoeae seront détectés par une trousse de PCR en temps réel commercialisée sur l’automate 
Cobas
®
4800 (Roche) (certification CE). M genitalium sera détecté par une technique de PCR en temps réel 
publiée (47), utilisée en routine pour le diagnostic des infections à M. genitalium au laboratoire de 
Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin, sur l’automate AbiPrism 7000 (Applied Biosystems).Pour 
chaque PCR, l’utilisation d’un contrôle interne d’extraction et d’amplification permettra la validation 
analytique du résultat. La validation biologique des résultats sera sous la responsabilité du biologiste.
Les analyses seront effectuées une fois par jour dès réception du prélèvement. 
En cas de PCR en temps réel positive pour C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium, le 
biologiste préviendra le gynécologue pour une prise en charge médicale usuelle de la patiente et de son 
partenaire, avec prescription d’un traitement antibiotique selon les recommandations de l’AFSSAPS (48)
autorisé chez la femme enceinte. Ce traitement fait appel à une seule injection d’une céphalosporine de 3
ème
génération, la ceftriaxone à 500 mg, pour les infections à N. gonorrhoeae; en cas d’allergie aux béta-
lactamines, une injection intra-musculaire de spectinomycine pourra être prescrite. En cas de refus ou 
d’impossibilité d’administrer un traitement par voie parentérale, une autre céphalosporine de 3
ème
génération 
(céfixime 400 mg) sera prescrite en prise orale unique. 
Le traitement des infections à C. trachomatis repose sur une prescription d’azithromycine 1 gramme en 
monodose ou de doxycycline 200 mg par jour par voie orale pendant 7 jours. M. genitalium est sensible aux 
mêmes familles d’antibiotiques que les chlamydiae, à savoir tétracyclines, macrolides et fluoroquinolones 
avec une activité bactéricide des macrolides démontrée in vitro [Bébéar, 2008 #1269]. Le traitement 
recommandé pour les infections génitales basses (1) est donc actif sur M. genitalium. En conséquence, un
traitement antibiotique à base d’azithromycine (1 gramme monodose) sera prescrit aux femmes enceintes 
présentant une infection à C. trachomatis et/ou à M. genitalium. Un contrôle post-thérapeutique sera réalisé 
5 semaines après le traitement.
Ce projet de recherche a été élaboré en collaboration avec les gynécologues de la Maternité du Groupe 
Hospitalier Pellegrin, CHU de Bordeaux. Sa mise en place et sa réalisation n’interfèrera nullement avec 
d’autres projets en cours à la Maternité, les populations étudiées étant différentes de celle du présent 
protocole.
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3.
3.1. OBJECTIF PRINCIPAL
OBJECTIFS
L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence des infections à C. trachomatis,
N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux. 
3.2. OBJECTIF SECONDAIRE
L’objectif secondaire de cette étude est d’identifier les facteurs de risque d’acquisition d’une IST au sein de 
cette population par recueil de données sociodémographiques, cliniques et comportementales (âge, pays de 
naissance, statut marital, situation professionnelle, symptômes cliniques, associations à d’autres IST, 
antécédents gynécologiques, comportement à risque). 
4.
! SCHÉMA/MÉTHODES
CONCEPTION DE LA RECHERCHE
Il s’agit d’une étude d’observation descriptive transversale, prospective, basée sur la recherche par PCR en 
temps réel de C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium chez les femmes enceintes suivies au CHU 
de Bordeaux. 
Il s’agit d’une étude monocentrique, réalisée conjointement par les Services de la Maternité et le laboratoire 
de Bactériologie du CHU de Bordeaux, l’USC Infections humaines à mycoplasmes et à chlamydiae de 
l’Université Bordeaux Segalen hébergeant le CNR des infections à chlamydiae.
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5.
5.1. CRITERES D’INCLUSION
CRITERES D’ÉLIGIBILITE
- Patientes âgées de plus de 18 ans
- Femmes enceintes suivies à la maternité du CHU de Pellegrin pour lesquelles le premier 
écouvillonnage vaginal réalisé habituellement par le gynécologue dans le cadre du suivi de la 
grossesse correspond:
o à celui réalisé dans le cadre du dépistage recommandé selon l’ANAES de S. agalactiae
entre la 34
ème
et la 38
ème
semaine d’aménorrhée chez les patientes présentant une grossesse 
normale.
o pour les patientes présentant une grossesse pathologique à risque infectieux bactérien 
(RPM, MAP), le premier écouvillonnage vaginal réalisé par le gynécologue correspond à 
celui réalisé lors de la consultation posant le diagnostic de RPM ou MAP.
o à celui réalisé dans le cadre d’une consultation motivée par l’apparition de symptômes
faisant suspecter une infection génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une infection 
uro-génitale chez son partenaire.
- Patientes informées de l’étude et ayant donné leur consentement oral
5.2. CRITERES DE NON INCLUSION
- Patientes âgées de moins de 18 ans
- Prise d’antibiotiques dans les 3 dernières semaines (macrolides, béta-lactamines)
5.3. MODALITES DE RECRUTEMENT
Les patientes incluses dans cette étude sont des femmes enceintes venant en consultation dans l’un des deux 
services de la Maternité du Groupe Hospitalier Pellegrin. Toutes les patientes consécutives se présentant en 
consultation un des cinq jours ouvrés seront éligibles.
Les patientes incluses seront celles pour lesquelles le gynécologue réalisera le premier écouvillon vaginal 
dans le cadre du suivi de grossesse lors de la consultation gynécologique (correspondant à l’écouvillon 
vaginal destiné au dépistage recommandé par l’ANAES de S. agalactiae entre la 34ème et la 38ème semaine 
d’aménorrhée pour les patientes présentant une grossesse normale ou correspondant à l’écouvillon vaginal 
réalisé lors de la consultation gynécologique posant le diagnostic de grossesse pathologique à risque 
infectieux bactérien (RPM, MAP)) ou réalisé lors d’une consultation motivée par l’apparition de 
symptômes faisant suspecter une infection génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une infection uro-
génitale chez son partenaire.
Pour cette étude, 1000 inclusions sont prévues. 
Les inclusions seront réalisées sur une durée de 6 mois. Ceci correspond à un recrutement d’une quarantaine 
de patientes par semaine. D’après les données du premier trimestre 2010 du laboratoire de Bactériologie du 
Groupe Hospitalier Pellegrin, en moyenne 5 demandes de recherche de S. agalactiae et une dizaine 
d’écouvillons vaginaux provenant de la maternité sont reçus par jour. Ainsi, en nous basant sur un 
recrutement d’environ 8 patientes par jour, 5 jours par semaine, nous pouvons inclure dans notre étude 1000 
patientes sur une durée de 25 semaines, ce qui correspond à environ 6 mois.
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6.
6.1. ACTE(S) A L’ETUDE
NATURE DES SOINS COURANTS EVALUES DANS LA RECHERCHE
Dans le cadre de cette recherche, aucun prélèvement biologique supplémentaire ne sera réalisé chez la 
patiente.
Le soin courant évalué dans cette étude est le premier écouvillonnage vaginal réalisé habituellement par le 
gynécologue dans le cadre du suivi de la grossesse :
- ce premier écouvillon correspond à celui réalisé dans le cadre du dépistage recommandé selon 
l’ANAES de S. agalactiae entre la 34ème et la 38ème semaine d’aménorrhée chez les patientes 
présentant une grossesse normale.
- pour les patientes présentant une grossesse pathologique à risque infectieux bactérien (RPM, MAP), 
le premier écouvillonnage vaginal réalisé par le gynécologue correspond à celui réalisé lors de la 
consultation posant le diagnostic de RPM ou MAP.
- écouvillon vaginal réalisé dans le cadre d’une consultation motivée par l’apparition de symptômes 
faisant suspecter une infection génitale chez la patiente ou par le diagnostic d’une infection uro-
génitale chez son partenaire.
Les échantillons seront identifiés et acheminés au laboratoire de Bactériologie du Groupe Hospitalier selon 
le protocole décrit au paragraphe 2.3. Pour chaque échantillon, les analyses réalisées sont celles décrites au  
paragraphe 2.4. 
7.
7.1. CRITERE D’EVALUATION PRINCIPAL
CRITERES D’EVALUATION
La présence de C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium sera affirmée par un résultat 
positif (résultat qualitatif) de la PCR en temps réel spécifique de chacune de ces trois bactéries.
La réalisation des PCR en temps nécessite une extraction des acides nucléiques présents dans chaque 
échantillon. Cette extraction d’ADN sera réalisée grâce à l’automate Cobas
®
4800 (Roche). 
C. trachomatis et N. gonorrhoeae seront détectés par une trousse de PCR en temps réel commercialisée sur 
l’automate Cobas
®
4800 (Roche) (certification CE). M. genitalium sera détecté par une technique de PCR 
en temps réel publiée (25), utilisée en routine pour le diagnostic des infections à M. genitalium au 
laboratoire de Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin, sur l’automate AbiPrism 7000 (Applied 
Biosystems).
La validation analytique sera réalisée à l’aide d’un contrôle interne d’extraction et d’amplification.
La validation biologique des résultats sera sous la responsabilité du biologiste.
Les analyses seront effectuées une fois par jour dès réception du prélèvement. 
7.2. CRITERES D’EVALUATION SECONDAIRES
Les différents facteurs de risque que nous étudierons sont :
# l’âge de la patiente
# le pays de naissance
# le statut marital
# la situation professionnelle
# le motif de la consultation (consultation de routine, autre)
# la symptomatologie clinique
# l’association à d’autres IST
# les antécédents gynécologiques (nombre de grossesses antérieures, antécédents d’IST, antécédents 
de grossesse pathologique, antécédents d’IVG)
# comportement sexuel
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8.
8.1. CALENDRIER DE LA RECHERCHE
DEROULEMENT DE LA RECHERCHE
-Début des inclusions : Novembre 2010
-Durée de la période d’inclusion : 6 mois
-Durée de participation de chaque patient : 1 jour
- Saisie et analyse des données : 3 mois
-Durée totale de la recherche : 9 mois
8.2. TABLEAU RECAPITULATIF DU SUIVI PATIENT
Inclusion
Information  de la patiente – Consentement oral !
Auto-questionnaire relatif au comportement sexuel !
Prélèvement (écouvillon vaginal) gynécologique usuel !
PCR en temps réel C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. genitalium !
8.3. VISITE D’INCLUSION
Toute patiente éligible sera informée par le gynécologue de l’étude. 
Après avoir recueilli son consentement oral, toute patiente sera incluse dans l’étude. Toute patiente incluse 
se verra proposer un auto-questionnaire concernant son comportement sexuel.
Lors de la consultation gynécologique, aucun prélèvement supplémentaire n’est à réaliser par le médecin. 
La recherche par PCR en temps réel de C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium sera réalisée à 
partir de l’écouvillon vaginal réalisé dans le cadre de la consultation (cf paragraphe 2.3).
Les prélèvements seront acheminés au laboratoire de Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin selon 
les modalités décrites au paragraphe 2.3. Pour chaque échantillon, les analyses seront effectuées seront les 
modalités décrites au paragraphe 2.4
8.4. MODALITES PARTICULIERES DE SURVEILLANCE
En cas de PCR en temps réel positive pour C. trachomatis et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium, le 
biologiste préviendra le gynécologue ayant vu en consultation la patiente pour une prise en charge médicale 
usuelle de la patiente et de son partenaire, incluant notamment la prescription d’un traitement antibiotique 
adapté à la femme enceinte selon les recommandations en vigueur (1) (cf paragraphe 2.4). Un contrôle post 
thérapeutique sera réalisé dans les 5 semaines suivant le traitement.
Il n’existe donc pas de modalités particulières de surveillance.
8.5. REGLES D’ARRET DE LA RECHERCHE
Les règles d’arrêt de la recherche sont définies par :
- un retrait du consentement
- un abandon du projet de recherche
- non respect des critères d’éligibilité
En cas d’arrêt de la recherche, la prise en charge médicale du patient ne fera l’objet d’aucune modification.
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8.6. COLLECTION D’ECHANTILLONS BIOLOGIQUES
Dans le cadre de cette recherche, la collection d’échantillons biologiques sera limitée aux échantillons et 
aux extraits d’ADN correspondants pour lesquels un résultat positif par PCR en temps réel à C. trachomatis 
et/ou N. gonorrhoeae et/ou M. genitalium aura été validé. 
Chaque échantillon et chaque extrait d’ADN correspondant seront anonymisés et rangés dans des boîtes 
identifiées avec l’acronyme du protocole de recherche dans un congélateur à -80°C du laboratoire de 
Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin.
Cette collection sera sous la responsabilité du Dr Olivia Peuchant. 
A la fin de l’étude, ces échantillons seront conservés dans l’objectif ultérieur de réaliser un typage 
moléculaire bactérien de C. trachomatis et M. genitalium.
La patiente aura été informée de la réalisation de cette collection d’échantillons biologiques par le 
gynécologue lors de la visite d’inclusion (cf notice d’information). Celle-ci n’aura formulé aucune 
opposition quant à la collection éventuelle de son prélèvement.
A l’issu de la recherche, cette collection sera déclarée aux autorités compétentes.
9.
Aucune procédure de gestion des événements indésirables graves n'est imposée par la recherche. 
Cependant, la déclaration des effets graves des médicaments (au centre régional de pharmacovigilance) ou 
des dispositifs médicaux (au correspondant local de matériovigilance) est obligatoire pour tout médecin (ou 
autre professionnel de santé concerné), aussi bien dans le contexte de cette recherche qu'en dehors.
GESTION DES ÉVÉNEMENTS INDÉSIRABLES GRAVES
10.
10.1. CALCUL DE LA TAILLE D’ETUDE
ASPECTS STATISTIQUES
Une étude préliminaire réalisée par le CNR des infections à chlamydiae (données personnelles) a recherché 
prospectivement la présence de C. trachomatis chez les femmes enceintes sur une période de 2 mois 
consécutifs et a apporté une prévalence globale de 2,1% (7/338). Chez les patientes de moins de 25 ans, la 
prévalence obtenue était de 5,1% (5/98). 
Ainsi, compte-tenu de la prévalence globale pour cette étude portant sur C. trachomatis et en l’absence de 
données concernant N. gonorrhoeae et M. genitalium, nous estimons que 1000 inclusions sont nécessaires 
pour cette étude ; l’analyse sur mille patientes permettra :
- d’estimer une prévalence de 2 % avec une précision de l’ordre de 1%, avec un risque de 
première espèce alpha de 0,05 en situation bilatérale. Si la prévalence est de 2,1%, l’intervalle 
de confiance sera de [1,3%-3,2%] sur mille patientes (calcul de l’intervalle de confiance par la 
méthode binomiale exacte).
- Environ 21 cas de C. trachomatis sont attendus. Ce nombre de cas permettra de faire une étude 
univariable de risque associés à l’acquisition.
Il est également prévu de réaliser une analyse intermédiaire lorsqu’un quart des patientes aura été inclus  
dans l’étude. Dans le cas d’une prévalence d’infection à C. trachomatis inférieure à 1% au moment de cette 
évaluation intermédiaire, le conseil scientifique de l’étude se réunira pour discuter de la pertinence de 
poursuivre l’inclusion des patientes dans cette étude.
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10.2. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES
Tous les tests seront effectués au risque d’erreur de première espèce $=5 %.
10.2.1. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES
Les variables qualitatives seront décrites en termes d’effectif et de pourcentage. Les intervalles de confiance 
seront calculés selon l’approximation normale ou la loi Binomiale exacte selon les conditions d’application.
Les critères qualitatifs seront comparés entre les groupes de patientes par le test du Chi-Deux, du Chi-Deux 
corrigé ou de Fisher exact, selon les valeurs des effectifs attendus sous l'hypothèse d'indépendance. 
Les variables quantitatives seront décrites en termes d’effectif, moyenne, écart-type et intervalle de 
confiance à 95 % de la moyenne, médiane, minimum, maximum, 1
er
et 3
ème
quartile. 
Les critères quantitatifs seront comparés entre les groupes de patientes par le test du t de Student ou de 
Wilcoxon si les conditions d’application ne sont pas vérifiées. Des transformations pour normaliser le 
critère pourront être effectuées si nécessaire. 
Des modèles de régression adaptés à la nature des variables à expliquer seront développés.
10.2.2. LOGICIEL UTILISE
Les analyses sont réalisées avec le logiciel SAS® (version n°9.1.3 et versions ultérieures).
10.3. PLAN D’ANALYSE
10.3.1. DESCRIPTION DES INCLUSIONS ET DU SUIVI
Le nombre de patientes incluses et la courbe des inclusions (évolution du nombre des patientes incluses 
entre la première et la dernière inclusion) seront présentés par groupe.
Le nombre de patientes éligibles et non incluses sera également décrit (objectifs de l’étude non compris, 
sauvegarde de justice, refus).
10.3.2. PATIENTES INCLUSES DANS L’ANALYSE
Ne pourront être exclues de l’analyse que les patientes qui présentent au moins une des conditions 
suivantes :
- patientes incluses à tort sans information sur l’étude et consentement oral ;
- patientes incluses à tort pour critère(s) majeur(s) d’éligibilité non respecté(s)
La décision d’exclure des patients de l’analyse sera validée par le conseil scientifique de l’étude.
10.3.3. CARACTERISTIQUES DES PATIENTES
Les patientes seront décrites selon les variables suivantes : respect des critères d’éligibilité, caractéristiques 
épidémiologiques, cliniques, biologiques et comportementales.
10.3.4. OBJECTIF PRINCIPAL
La prévalence de l’infection des différents germes à l’étude sera décrite par la proportion et son intervalle 
de confiance par la loi binomiale exacte.
La prévalence sera écrite globalement et par classe d’âge.
10.3.5. OBJECTIF SECONDAIRE 
Pour chaque type d’infection successivement, on comparera les caractéristiques socio-démographiques, 
cliniques et comportementaux (âge, pays de naissance, statut marital, situation professionnelle, antécédents 
gynécologiques, symptômes cliniques, associations à d’autres IST, comportement à risque) d’acquisition 
d’une infection (analyse univariable).
Pour étudier le rôle propre des différents facteurs de risque associés à l’acquisition d’une IST, un modèle 
logistique pourra être utilisé. Les conditions d’application des modèles de régression seront vérifiées. Une 
stratégie de modélisation multivariable sera envisagée si le nombre d’évènements observé est suffisant.
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11.
L’objet de cette recherche ne présentant aucun risque pour la patiente la constitution d’un comité de 
surveillance ne se justifie pas.
SURVEILLANCE DE LA RECHERCHE
12.
12.1. ACCES AUX DONNEES
DROITS D’ACCES AUX DONNEES ET DOCUMENTS SOURCE
Le gestionnaire est chargé d’obtenir l’accord de l’ensemble des parties impliquées dans la recherche afin de 
garantir l’accès direct à tous les lieux de déroulement de la recherche, aux données sources, aux documents 
sources et aux rapports dans un but de contrôle de qualité et d’audit.
Les personnes qui dirigent et surveillent la recherche mettront à disposition les documents et données 
individuelles strictement nécessaires au suivi, au contrôle de qualité et à l’audit de la recherche, à la 
disposition des personnes ayant un accès à ces documents conformément aux dispositions législatives et 
réglementaires en vigueur.
12.2. DONNEES SOURCES
Les documents sources sont :
- le dossier médical
- l’original du résultat des PCR en temps réel pour C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium
- la fiche d’inclusion
- l’auto-questionnaire
12.3. CONFIDENTIALITE DES DONNEES
Conformément aux dispositions législatives en vigueur, les personnes ayant un accès direct aux données 
sources prendront toutes les précautions nécessaires en vue d'assurer la confidentialité des informations 
relatives aux recherches, aux personnes qui s'y prêtent et notamment en ce qui concerne leur identité ainsi 
qu’aux résultats obtenus. Ces personnes, au même titre que les personnes qui dirigent et surveillent la 
recherche, sont soumises au secret professionnel.
Pendant la recherche ou à son issue, les données recueillies sur les personnes qui s’y prêtent et transmises 
au gestionnaire par les personnes qui dirigent et surveillent la recherche (ou tous autres intervenants 
spécialisés) seront codifiées. Elles ne doivent en aucun cas faire apparaître en clair les noms des personnes 
concernées ni leur adresse.
Le respect de la confidentialité des données sera réalisé par attribution d’un code confidentiel 
d’identification selon un code alpha numérique construit à partir des initiales du nom et du prénom du 
patient à l’aide d’une procédure rendant le code anonyme. Ceci sera réalisé par le technicien de recherche 
clinique. L’anonymisation des données servira à l’analyse des données sociodémographiques, cliniques et 
comportementales.
Le gestionnaire s’assurera que chaque personne qui se prête à la recherche a été informée sur l’accès aux 
données individuelles la concernant et strictement nécessaires au contrôle de qualité de la recherche.
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13.
13.1. CONSIGNES POUR LE RECUEIL DES DONNEES
CONTROLE ET ASSURANCE DE LA QUALITE
Le technicien de recherche clinique vérifiera l’intégralité des réponses de la fiche d’inclusion papier et de 
l’auto-questionnaire avant le départ de la patiente. Les données manquantes devront être recueillies à ce 
moment-là et transcrites de façon nette et lisible. Les données erronées relevées sur les auto-questionnaires 
seront clairement barrées et les nouvelles données seront copiées, à côté de l'information barrée, 
accompagnées des initiales, de la date et éventuellement d’une justification par l’investigateur ou la 
personne autorisée qui aura fait la correction.
13.2. SUIVI DE LA RECHERCHE
Le suivi de la recherche sera assuré par le technicien de recherche clinique. Il sera chargé, auprès de la 
personne qui dirige et surveille la recherche, de :
- la logistique et la surveillance de la recherche,
- l’établissement des rapports concernant son état d’avancement,
- la vérification de la mise à jour de la fiche d’inclusion (demande d’informations complémentaires, 
corrections,…).
Il travaillera conformément aux procédures opératoires standardisées, en collaboration avec l’attaché de 
recherche clinique délégué par le gestionnaire.
13.3. CONTROLE DE QUALITE
Un attaché de recherche clinique mandaté par le gestionnaire visite de façon régulière chaque service de la 
Maternité, lors de la mise en place de la recherche, une ou plusieurs fois en cours de recherche selon le 
rythme des inclusions et en fin de recherche. Lors de ces visites, les éléments suivants seront revus :
- respect du protocole de la recherche,
- qualité des données recueillies: exactitude, données manquantes, cohérence des données avec les 
documents sources (dossiers médicaux, carnets de rendez-vous, originaux des résultats de 
laboratoire, fiches d’inclusion, auto-questionnaires)
- gestion des prélèvements.
Toute visite fera l’objet d’un rapport de monitorage par compte-rendu écrit.
13.4. AUDIT ET INSPECTION
Un audit peut être réalisé à tout moment par des personnes mandatées par le gestionnaire et indépendantes 
des responsables de la recherche. Il a pour objectif de s'assurer de la qualité de la recherche, de la validité de 
ses résultats et du respect de la loi et des règlementations en vigueur.
Les personnes qui dirigent et surveillent la recherche acceptent de se conformer aux exigences du 
gestionnaire et à l’autorité compétente en ce qui concerne un audit ou une inspection de la recherche.
L’audit pourra s’appliquer à tous les stades de la recherche, du développement du protocole à la publication 
des résultats et au classement des données utilisées ou produites dans le cadre de la recherche.
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14.1. CONFORMITE AUX TEXTES DE REFERENCE
CONSIDERATIONS ETHIQUES ET REGLEMENTAIRES
Les techniques et les méthodes utilisées au cours de cette recherche étant habituellement réalisées, elle peut 
rentrer dans le cadre des recherches visant à évaluer les soins courants tels que définis par la loi n°2004-
806 du 9 août 2004 (article L1121-1, 2° alinéa et article R1121-3 du code de la santé publique).
Le gestionnaire et la(les) personne(s) qui dirige(nt) et surveille(nt) la recherche s’engagent à ce que cette 
recherche soit réalisée en conformité avec la loi n°2004-806 du 9 août 2004, ainsi qu’en accord avec les 
Bonnes Pratiques Cliniques (I.C.H. version 4 du 1er mai 1996) et la déclaration d’Helsinki (Principes 
éthiques applicables aux recherches médicales sur des sujets humains, Tokyo 2004).
La recherche sera conduite conformément au présent protocole. Hormis dans les situations d’urgence 
nécessitant la mise en place d’actes thérapeutiques précis, la (les) personne(s) qui dirige(nt) et surveille(nt)
la recherche s’engage(nt) à respecter le protocole en tous points.
Cette recherche a reçu l’avis favorable du Comité de Protection des Personnes (CPP) Sud-Ouest et Outre-
Mer 3.
Les données enregistrées à l’occasion de cette recherche font l’objet d’un traitement informatisé à l’Unité 
de Soutien méthodologique à la recherche clinique du CHU de Bordeaux dans le respect de la loi n°78-17 
du 6 janvier 1978 relative à l’informatique, aux fichiers et aux libertés modifiée par la loi 2004-801 du 6 
août 2004. Le CHU de Bordeaux adressera une demande d'avis au Comité Consultatif sur le Traitement de 
l'Information en matière de Recherche dans le domaine de la Santé (CCTIRS) et une demande d'autorisation 
à la Commission Nationale de l’Informatique et des Libertés (CNIL).
14.2. AMENDEMENT AU PROTOCOLE
Toute modification substantielle, c’est à dire toute modification de nature à avoir un impact significatif sur 
la protection des personnes, sur les conditions de validité et sur les résultats de la recherche, sur 
l’interprétation des documents scientifiques qui viennent appuyer le déroulement de la recherche ou sur les 
modalités de conduite de celle-ci, fait l’objet d’un amendement écrit qui est soumis au gestionnaire et au 
Centre de Méthodologie et de Gestion des données, le cas échéant, et, celui-ci doit obtenir, préalablement à 
sa mise en œuvre, un avis favorable du CPP.
Les modifications non substantielles, c'est-à-dire celles n’ayant pas d’impact significatif sur quelque aspect 
de la recherche que ce soit, sont communiquées au CPP à titre d’information.
Tous les amendements au protocole doivent être portés à la connaissance de tous les professionnels de santé 
qui participent à la recherche et qui s’engagent à en respecter le contenu.
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15.1. TRAITEMENT DES DONNEES
TRAITEMENT DES DONNEES ET CONSERVATION DES DOCUMENTS ET DES 
DONNEES RELATIVES A LA RECHERCHE
Les données de la fiche d’inclusion et de l’auto-questionnaire sont saisies en double saisie. La première 
saisie est réalisée sous EpiData, la validation est effectuée par un logiciel nommé DBS via un opérateur 
différent. Elle est réalisée par l’atelier de dactylo-codage de l’université Victor Segalen Bordeaux 2.
Les données sont validées conformément au plan de data management défini conjointement entre 
l’investigateur coordinateur et le Centre de Méthodologie et de Gestion des données (méthodologiste, data 
manager et statisticien). Les logiciels utilisés sont : ACCES© et SAS®.
15.2. CONSERVATION DES DOCUMENTS RELATIFS A LA RECHERCHE
Les documents suivants relatifs à cette recherche sont archivés conformément aux Bonnes Pratiques 
Cliniques pour une durée de 15 ans suivant la fin de la recherche :
- Par les médecins :
• Le protocole 
• Les fiches d’inclusion et les auto-questionnaires 
• Les dossiers source des participants 
• Tous les autres documents et courriers relatifs à la recherche
- Par le gestionnaire :
• Le protocole et les amendements éventuels au protocole
• L’original des fiches d’inclusion et des auto-questionnaires
• Tous les autres documents et courriers relatifs à la recherche
Tous ces documents sont sous la responsabilité du gestionnaire pendant la durée 
réglementaire d’archivage.
Aucun déplacement ou destruction ne pourra être effectué sans l’accord du gestionnaire. Au terme de la 
durée réglementaire d’archivage, le gestionnaire sera consulté pour destruction et donnera son accord écrit. 
Toutes les données, tous les documents et rapports pourront faire l’objet d’audit ou d’inspection.
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16.1. COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES
REGLES RELATIVES A LA PUBLICATION
L’analyse des données fournies par les centres est réalisée par l’Unité de Soutien méthodologique à la 
recherche clinique du CHU de Bordeaux. Cette analyse donne lieu à un rapport écrit qui est soumis au 
gestionnaire. Ce rapport permet la préparation d’une ou plusieurs publication(s).
Toute communication écrite ou orale des résultats de la recherche doit recevoir l’accord préalable de la
personne qui dirige et surveille la recherche et, le cas échéant, de tout comité constitué pour la recherche.
La publication des résultats principaux mentionne le nom du promoteur, de tous les investigateurs ayant 
inclus ou suivi des patients dans la recherche, des méthodologistes, biostatisticiens et data managers ayant 
participé à la recherche, des membres du(des) comité(s) constitué(s) pour la recherche et la participation du 
laboratoire Roche Diagnostics et du CNR des infections à chlamydiae. Il sera tenu compte des règles 
internationales d’écriture et de publication (Convention de Vancouver, février 2006).
16.2. COMMUNICATION DES RESULTATS AUX PATIENTS
Conformément à la loi n°2002-303 du 4 mars 2002, les patients sont informés, à leur demande, des résultats 
globaux de la recherche.
16.3. CESSION DES DONNEES
Le recueil et la gestion des données sont assurés par l’Unité de Soutien méthodologique à la recherche 
clinique du CHU de Bordeaux. Les conditions de cession de tout ou partie de la base de données de la 
recherche sont décidées par le gestionnaire de la recherche et font l’objet d’un contrat écrit.
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1. Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé. Traitement antibiotique probabiliste 
des urétrites et cervicites non compliquées - Mise au point - Actualisation Octobre 2008.
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ANNEXE A : LISTE DES PROFESSIONNELS DE SANTE PARTICIPANT A LA RECHERCHE
ANNEXES
CENTRE LISTE DES PERSONNES
(VEUILLEZ INDIQUER LE NOM 
ET PRENOM)N°
NOM ET ADRESSE 
COMPLETE
Groupe Hospitalier 
Haut-Lévêque, CHU de 
Bordeaux,
Avenue de Magellan
33604 Pessac Cedex
Dr PEUCHANT Olivia
Service : Laboratoire de Bactériologie
Mail :
olivia.peuchant@chu-bordeaux.fr
Tel : 05.57.65.64.91
Groupe Hospitalier 
Pellegrin, CHU de 
Bordeaux, 
Place Amélie Raba-Léon, 
33076 Bordeaux Cedex
- Dr de BARBEYRAC Bertille
- Pr BEBEAR Cécile
Service : Laboratoire de Bactériologie
Mail :
bertille.de-barbeyrac@chu-bordeaux.fr
cecile.bebear@chu-bordeaux.fr
Tel : 05.57.79.56.67
Groupe Hospitalier
Pellegrin, CHU de 
Bordeaux
Place Amélie Raba-Léon, 
33076 Bordeaux Cedex
- Pr DALLAY Dominique
- Dr DESVEAUX Cyrille
Service : Maternité C
Mail :
dominique.dallay@chu-bordeaux.fr
cyrille.desveaux@chu-bordeaux.fr
Tel : 05 56 79 55 79
Groupe Hospitalier
Pellegrin, CHU de 
Bordeaux.
Place Amélie Raba-Léon, 
33076 Bordeaux Cedex
- Pr HOROVITZ Jacques
- Dr PARIS Anne
Service : Maternité B
Mail :
jacques.horovitz@chu-bordeaux.fr
anne.paris@chu-bordeaux.fr
Tel : 05 56 79 55 52
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ANNEXE B : DOCUMENT D’INFORMATION ET CAHIER D’OBSERVATION
DOCUMENT D’INFORMATION
Etude de la prévalence et des facteurs de risque des infections à Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma genitalium chez les femmes enceintes suivies au CHU 
de Bordeaux
MATIST
CHUBX :2010/32
Gestionnaire de la recherche : Centre Hospitalier Universitaire de Bordeaux
Personne qui dirige et surveille la recherche : Dr Olivia Peuchant
Madame, Mademoiselle
Une étude est actuellement réalisée à la Maternité du Groupe Hospitalier Pellegrin dans le but 
d’évaluer la fréquence des infections à Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae et 
Mycoplasma genitalium, bactéries responsables d’infections sexuellement transmissibles (IST), chez les 
femmes enceintes. A ce jour, aucune recommandation concernant le dépistage des IST dans cette 
population n’est proposée en France et des études de ce type sont nécessaires pour en permettre 
l’élaboration. 
La recherche de ces trois bactéries sera réalisée à partir du prélèvement vaginal réalisé par votre 
gynécologue dans le cadre de la consultation du suivi de votre grossesse. Votre participation à ce projet 
n’implique aucun prélèvement biologique supplémentaire. Vous ne serez informée des résultats de la 
recherche de trois bactéries uniquement s’ils sont positifs. Dans ce cas, vous bénéficierez d’un traitement 
antibiotique sans danger pour le bébé et qui aura l’avantage de vous guérir et de protéger le nouveau-né
d’une éventuelle contamination à l’accouchement.
Au cours de ce projet et avec votre accord, une collection des échantillons biologiques positifs sera 
réalisée. Les échantillons composant cette collection seront tous anonymisés et seront conservés au 
laboratoire de Bactériologie du Groupe Hospitalier Pellegrin. Cette collection sera réalisée conformément à
la réglementation et déclarée auprès des instances compétentes.
Dans le cadre de cette étude et avec votre accord, des données sociodémographiques, cliniques et 
comportementales vous concernant pourront être recueillies à des fins d’analyse statistique. Ces données 
anonymisées seront gérées dans le strict respect du secret médical. Votre identité n’apparaîtra dans aucun 
rapport ou publication. 
Conformément aux dispositions de la loi « informatique et libertés », vous disposez d’un droit 
d’accès, de rectification et d’opposition au traitement de ces données, qui s’exerce à tout moment par 
l’intermédiaire de votre médecin.
Votre participation à cette recherche est entièrement volontaire et vous avez le droit de vous 
opposer à y participer. Dans ce cas-là, vous continuerez à bénéficier de la meilleure prise en charge 
médicale possible, conformément aux connaissances actuelles.
Si vous acceptez de participer, merci de remplir l’auto-questionnaire comportemental qui vous sera 
remis par votre médecin.
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N° patiente Code lettre
!"#"#"#"$ !"#"$
INCLUSION
Fiche INC-1
Version n°1.2 22/02/11
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VERIFICATION DES CRITERES D’ELIGIBILITE
CRITERES D’INCLUSION Oui Non
! 1
OU
! Femme enceinte venant en consultation à la maternité du CHU de 
Pellegrin au cours de laquelle un écouvillonnage vaginal pour le 
dépistage du S. agalactiae sera effectué.
! 2
OU
! Femme enceinte suivie à la maternité du CHU de Pellegrin pour 
laquelle le premier écouvillonnage vaginal réalisé pose le diagnostic de 
RPM ou MAP.
! 3! Femme enceinte suivie à la maternité du CHU de Pellegrin venant 
en consultation motivée par l’apparition de symptômes faisant suspecter 
une infection  génitale ou par le diagnostic d’une infection uro-génitale 
chez son partenaire 
1! 0! !"#
!"#
- Patiente âgée de plus de 18 ans 1
! 0!
!"#
- Informée de l’étude 1! 0! !"#
- Consentement oral donné
Si non, précisez le motif :
1! objectifs de l’étude non compris
2! sauvegarde de justice
3! refus
1! 0!
!"#
!"#
Si toutes les réponses positives sont obtenues, l’inclusion de la patiente peut être poursuivie.
CRITERES DE NON INCLUSION Oui Non
Prise d’antibiotiques dans les 3 dernières semaines (macrolides, béta-
lactamines) 1
! 0! !"#
Si toutes les réponses négatives sont obtenues, la patiente peut être inclue dans l’étude.
INCLUSION
Date d’inclusion : |___|___|.|___|___|.|___|___|___|___|       
Nom du gynécologue ………………………………………………………..........................................................
Données démographiques 
Date de naissance de la patiente : |___|___|.|___|___|.|___|___|___|___|
Pays de naissance : 1! France métrop.  2! Dom-Tom   3! Europe du Nord   4
                                   
! Europe du sud 
5! Europe de l’Est  6! Afrique du nord   7!Afrique   8!Asie   
                                                      9
Statut marital :
! autre, précisez ………………………………………………………………....        !"#
1! mariée 2! concubinage 3! pacsée 4! divorcée 5! célibataire 6! veuve !"#
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Niveau d’études : 0! non scolarisée  1! primaire   2! collège, CAP, BEP  
3! lycée (ens. gén et tech)   4! enseignement supérieur (> bac) 5
Situation professionnelle :
! inconnu !"#
1! étudiante 2! au foyer 3! en activité professionnelle 
4
Assurée sociale :                                        
! recherche d’emploi !"#
1! oui   0
Si oui : CMU :           
! non !"#
1! oui   0! non              !"#
AME :           1! oui   0! non                    !"#
Suivi gynécologique
Motif de la consultation: 1! consultation de suivi !"#
2! apparition de troubles au niveau génital :
1! pertes récentes anormales 
2! démangeaisons
3! douleurs urinaires
4! rapports sexuels douloureux
5! autre, précisez…………………………………. !"#
3! IST chez le partenaire
4
Age de la grossesse : |___|___|. SA
! Hospitalisation
Grossesse pathologique : 1! oui   0
Si oui : MAP
! non !"#
1! oui   0
RPM 
! non !"#
1! oui   0
Sérologie VIH : ……………………………
! non !"#
1! positif    0! négatif    2
Sérologie Hépatite B : ……………………
! inconnu !"#
1! positif         0! négatif    2
Sérologie Syphilis : ………………………
! inconnu !"#
1! positif         0! négatif    2! inconnu !"#
Antécédents de la patiente
Prise régulière d’un traitement contraceptif: 1! oui 0! non 2
Antécédents d’IST: 
! ne sait pas !"#
1! oui 0! non 2
Si oui, précisez : ............................................................................................ !"$"#
! ne sait pas !"#
Traitement antibiotique reçu pour cette IST : ................................................ !"$"#
Nombre de grossesses antérieures: …………………………………………………………………… !"$"#
Antécédents de grossesses pathologiques : 1! oui 0
Antécédents d’IVG :
! non !"#
1! oui 0! non !"#
Auto-Questionnaire
Auto-questionnaire rempli : 1! oui 0! non !"#
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RESULTATS PCR EN TEMPS REEL
Date d’inclusion : |___|___|.|___|___|.|___|___|___|___|
Résultats des PCR en temps réel réalisées à partir de l’écouvillonnage vaginal :
C. trachomatis :
0! négatif 1! positif 2! ininterprétable
!"#
N. gonorrhoeae :
0! négatif 1! positif 2! ininterprétable
!"#
M. genitalium :
0! négatif 1! positif 2! ininterprétable
!"#
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AUTO-QUESTIONNAIRE
Date d’inclusion : |___|___|.|___|___|.|___|___|___|___|
Quel est l’âge de votre premier rapport 
sexuel ?
1! 10 - 15 ans
2! 15 - 20 ans
3! 20 - 25 ans
4! plus de 25 ans
|___|
Avez-vous un partenaire sexuel régulier ? 1! oui             0! non
|___|
Si oui:   a-t-il déjà eu des maladies
sexuellement transmissibles : 1! oui 0! non 2! ne sait pas |___|
Avez-vous eu des partenaires occasionnels
au cours des 12 derniers mois ? 1
! oui 0! non |___|
Si oui, avez-vous utilisé des préservatifs ?
(une seule réponse)
1! toujours
2! souvent
3! rarement
4! jamais
|___|
Combien de partenaires sexuels avez-vous 
eu dans votre vie ?
1! 1 à 5
2! 6 à 10
3! 11 à 15
4! 16 à 20
5! plus de 20
|___|
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Liste des publications et communications en rapport avec les chlamydiae
Articles publiés ou soumis dans des revues internationales
$ Raherison S., Peuchant O., Clerc M., Le Roy C., Bébéar C., de Barbeyrac B., 
Normandin F., and le Hen I. Glans swabs are not appropriate specimens for 
diagnosis of Chlamydia trachomatis infection in asymptomatic men. J.Clin. 
Microbiol. 2009 47:2686.
$ Peuchant O., Duvert J. P., Clerc M., Raherison S., Bébéar C., Bébéar C. M., 
and de Barbeyrac B. The effects of antibiotics on Chlamydia trachomatis
viability as determined by real-time quantitative PCR. J. Med. Microbiol. 
2011;60(4):508-14.
$ Peuchant O., Baldit C., Le Roy C., Trombert-Paolantoni S., Clerc M., Bébéar 
C, de Barbeyrac B. First case of L2b proctitis in a woman. Clin. Microbiol. 
Infect. Sous presse.
$ Peuchant O., Le Roy C., Herrmann B., Clerc M., Bébéar C., de Barbeyrac B. 
MLVA subtyping of serovar E Chlamydia trachomatis individualizes the 
Swedish variant and anorectal isolates from men who have sex with men.
Soumis à PLoSONE.
Articles publiés dans des revues nationales
$ de Barbeyrac B., Clerc M., Imounga L., Obeniche F., Peuchant O., Le Roy C., 
Bébéar C. Le point sur l’épidémiologie et le diagnostic des chlamydioses 
humaines en France. Revue Francophone des Laboratoires 2011.429:39-41.
$ Clerc M., Gallay A., Imounga L., Le Roy C., Peuchant O., Bébéar C. Evolution 
du nombre de lymphogranulomatoses vénériennes rectales et d’infections 
rectales à Chlamydia trachomatis à souches non L en France, 2002-2009. 
Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire 2011;26-27-28:310-3.
Chapitre d’ouvrage et revue de synthèse
$ de Barbeyrac B., Clerc M., Peuchant O., Bébéar C. Chlamydia trachomatis. 
Les maladies sexuellement transmissibles. Abrégés Masson. Editions Elsevier 
Masson. 2009. Chapitre 9 : 46-56.
$ Peuchant O., Cazanave C., de Barbeyrac B. Infections humaines à 
chlamydiae. Encycl Méd Chir (Editions Scientifiques et Médicales Elsevier 
SAS, Paris) Maladies infectieuses. Soumis.
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Communication orale
$ Clerc M., Peuchant O., Rasamiravaka T., Bébéar C., Gallay A., de Barbeyrac 
B. Lymphogranuloma venereum disease in France: where we are in 2010 and 
does it spread in the overall Chlamydia trachomatis infected population?
12th International Symposium on Human ChlamydiaI Infections, Salzbourg, 
Autriche. Juin 2010.
Communications affichées
$ Peuchant O., Clerc M., Le Roy C., Bébéar C.M., de Barbeyrac B. Génotypage 
de Chlamydia trachomatis par analyse multi-loci des séquences répétées en 
tandem. 10ème Journée Scientifique de l’École Doctorale Sciences de la Vie et 
de la Santé. Arcachon. Avril 2010.
$ Peuchant O., Clerc M., Le Roy C., Bébéar C.M., de Barbeyrac B. Génotypage 
de Chlamydia trachomatis par analyse multi-loci des séquences répétées en 
tandem. 11ème Journée Scientifique de l’École Doctorale Sciences de la Vie et 
de la Santé. Arcachon. Avril 2011.
Résumé
Chlamydia trachomatis est une bactérie à développement intracellulaire obligatoire, divisée en 19 sérovars
parmi lesquels les sérovars D-K sont responsables d’infections oculo-génitales et les sérovars L de la 
lymphogranulomatose vénérienne (LGV). En France, C. trachomatis est le principal agent bactérien 
responsable d’infections sexuellement transmissibles (IST). Les méthodes moléculaires occupent une place 
de choix dans le dépistage et l’épidémiologie des infections à C. trachomatis. Grâce à leur utilisation à partir 
de prélèvements non invasifs, nous disposons de chiffres de prévalence qui s’élèvent à 1,5% dans la 
population générale, 3,6% chez les femmes âgées de 18 à 24 ans sexuellement actives et 10 à 15% dans 
les centres à vocation de dépistage des IST. N’ayant aucune donnée chez la femme enceinte, le programme 
hospitalier de recherche clinique (MATIST) que nous avons mis en place chez les femmes enceintes suivies 
au CHU de Bordeaux a montré une prévalence de l’infection à C. trachomatis de 2,5%, à M. genitalium de 
0,8% et à N. gonorrhoeae de 0%. Chez les femmes de moins de 24 ans, la prévalence était respectivement
de 7,9% et 2,4%. La compréhension de l’épidémiologie et de la dissémination des infections à 
C. trachomatis nécessite la mise au point de techniques de typage performantes d’autant qu’un seul sérovar, 
le sérovar E, est rencontré dans près de la moitié des cas. Nous avons développé une méthode de typage
moléculaire, la MLVA (MultiLocus Variable Number of Tandem Repeat Analysis), qui analyse le 
polymorphisme associé aux répétitions en tandem et permet un typage intra-sérovar. Cinq VNTRs ont été 
identifiés. La méthode a été automatisée puis appliquée à 220 souches et échantillons cliniques de 
C. trachomatis de génovar E, permettant d’identifier 25 types MLVA. Les souches d’origine ano-rectale
isolées de patients homosexuels et les souches suédoises appartenant au nouveau variant ont été
individualisées au sein de deux types MLVA uniques et distincts, suggérant une origine clonale. L’ensemble 
des résultats obtenus ont montré que la MLVA est un outil de typage moléculaire performant, plus 
discriminant que les autres méthodes auxquelles nous l’avons comparée. De plus, dans le cadre de la 
surveillance épidémiologique de la LGV ano-rectale due au variant L2b qui sévit en Europe depuis 2003 
presque exclusivement chez les homosexuels, nous avons identifié le premier cas de LGV ano-rectale chez 
une femme. Enfin, nous avons développé une technique de PCR en temps réel permettant une 
détermination objective de la concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique donné vis-vis de 
C. trachomatis. Cette technique a également montré que les antibiotiques étudiés n’avaient qu’une activité 
bactériostatique sur C. trachomatis.
Mots-clés: Chlamydia trachomatis, femmes enceintes, méthodes moléculaires, MLVA, sensibilité aux 
antibiotiques
Development of new molecular methods for typing and study of antibiotic susceptibility of 
Chlamydia trachomatis
Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular bacterium, divided into 19 serovars, among which serovars 
D-K are responsible for oculo-genital infections and serovars L of lymphogranuloma venereum (LGV). In 
France, C. trachomatis is the main bacterial cause of sexually transmitted diseases (STI). Molecular methods 
are the methods of choice for the C. trachomatis detection and epidemiology. Through their use, it has been 
shown that the prevalence of C. trachomatis infection rise up to 1.5% in the general population, to 3.6% for 
sexually experienced women aged 18-24 and to 10-15% in STI medical settings. As no data were available 
for pregnant women, we conducted a clinical research study (MATIST) in pregnant women at the Bordeaux 
University hospital. The prevalence of C. trachomatis, M. genitalium and N. gonorrhoeae infections was
2.5%, 0.8% and 0%, respectively. In women under 24 years, the prevalence of C. trachomatis, and 
M. genitalium infections was 7.9% and 2.4%, respectively. Understanding the epidemiology and the spread 
of C. trachomatis infection requires the development of efficient typing techniques knowing that a single 
serovar, serovar E, is found in nearly half the cases. We developed a MLVA (MultiLocus Variable-Number of 
Tandem Repeat Analysis) method which analyzes the genome polymorphism associated to tandem repeats 
and allowed intra-serovar subtyping. Five VNTRs were identified. The automated method was applied on
220 C. trachomatis genovar E clinical specimens and isolates, yielding 25 MLVA types. All anorectal isolates 
from men who have sex with men exhibited the same MLVA type, suggesting clonal spread. In the same 
way, we confirmed the clonal origin of the Swedish new variant of C. trachomatis. MLVA appears to be a 
good tool for molecular typing, with a higher discriminatory power than those of other methods used for 
comparison. Since 2003, a LGV proctitis outbreak caused by the new variant L2b has been reported in 
Europe in men who have had sex with HIV-positive men. We reported the first case of C. trachomatis L2b 
proctitis diagnosed in a woman. Finally, we developed a real-time PCR method allowing an objective 
determination of minimum inhibitory concentration of antibiotics for C. trachomatis. Our results also showed 
that all antibiotics studied only had bacteriostatic activity on C. trachomatis.
Keywords: Chlamydia trachomatis, pregnant women, molecular methods, MLVA, antibiotic susceptibility 
testing
